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VOORWOORD 
Het in dit proefschrift beschreven onderzoek werd verricht 
in het Instituut voor Medische Microbiologie (hoofd: Prof. Dr. J. 
van der Veen) van het St. Radboudziekenhuis, Katholieke 
Universiteit te Nijmegen. 
Een proefschrift wordt wel beschouwd als het sluitstuk van 
de wetenschappelijke opleiding. Zo bezien heeft deze opleiding 
mij langs veel omwegen, over heuvels, maar ook door dalen, tot 
dit punt gevoerd. Velen hebben mij op die weg op één of andere 
manier bijgestaan. Hen allen wil ik hiervoor danken. 
Een aantal van degenen, die rechtstreeks tot de totstandko-
ming van deze dissertatie hebben bijgedragen, wil ik met name 
noemen. 
De intensieve en kritische dialogen met Frans Heessen -die 
ook de bereiding van het antigeen onder zijn hoede had-, met Ton 
van Loon -van wie ik de techniek van de ELISA leerde- en vooral 
ook met Jos van der Logt vormen een blijvende herinnering. 
De aanvankelijk moeizame, maar allengs tot beter onderling 
begrip voerende discussies met Hans van Druten en Ruurd de Graaf 
(van de Mathematisch-Statistische Adviesafdeling) leidden, mede 
dankzij de hulp van Albert Reintjes, tot een vruchtbaar resul-
taat. 
Zonder de computerfaciliteiten van de afdeling Signaal- en 
Data Analyse, en in het bijzonder de hulp van Frans Smolders, 
was dit proefschrift nauwelijks mogelijk geweest. 
Ik dank de patiënten, die herhaaldelijk bloed voor onderzoek 
lieten afnemen. Ook dank ik de medische staf van "De Binckhorst" 
-die veel werk verzetten, dat in dit proefschrift slechts gedeel-
telijk tot zijn recht komt- en de medewerkers van de afdeling 
Virologie van het Streeklaboratorium voor de Volksgezondheid in 
Tilburg en van de afdeling Toxoplasma-onderzoek van het Instituut 
voor Medische Microbiologie voor het verzamelen en opzoeken van 
materiaal voor onderzoek en van de bijbehorende patiëntengegevens. 
Verschillende medewerkers van de afdeling Virologie, evenals 
de medewerkster van de bibliotheek, Gerry Hermkens, verleenden 
gewaardeerde hulp bij onderdelen van het onderzoek. 
Ella Driessen wil ik bedanken voor de nauwgezette wijze waar-
op ze het grootste deel van de laboratoriumonderzoeken, in het 
bijzonder van de ELISA, verrichtte. 
De heer J. Konings vervaardigde, in een prettige samenwer-
king, de tekeningen. 
Marjon van Omme-Brouwer dank ik voor de zorgvuldige manier, 
waarop ze het vele typwerk, in het bijzonder van dit manuscript, 
verzorgde. 
Tenslotte heb jij. Han, niet alleen door, samen met de kin-
deren, te zorgen voor de sfeer in huis, waarin werken aan dit on-
derzoek mogelijk was, maar ook door daadwerkelijke hulp op kriti-
sche momenten een onschatbaar aandeel in dit proefschrift. 
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Mycoplasma (M.) pneumoniae veroorzaakt bij mensen luchtweg-
infecties, in het bijzonder pneumonieën. Ernstige ziekten komen 
vooral voor bij oudere kinderen en jonge volwassenen; bij hen is 
M. pneumoniae één van de belangrijkste oorzaken van pneumonie. 
Bij jongere kinderen verlopen infecties in het algemeen minder 
ernstig. 
GESCHIEDENIS 
De geschiedenis van dit micro-organisme is nog relatief kort. 
In 1938 gaf Reimann (1938) de naam primaire atypische pneumonie 
(PAP) aan een groep pneumonieën die afweken van de typische pneu-
monieën veroorzaakt door de toen bekende micro-organismen. De 
ontdekking van de koude agglutininen maakte een nauwkeurigere 
definitie van deze ziekte mogelijk (Peterson et αΙ.
Λ
 1943). 
Eaton et al. (1944) toonden aan dat katoenratten en hamsters 
die intranasaal met gefiltreerde sputummonsters van patiënten met 
PAP waren besmet, pneumonie kregen. De pneumonie kon worden voor-
komen door het monster tevoren te mengen met serum van reconva-
lescenten. De filtreerbaarheid en ongevoeligheid voor penicilline 
wezen op een viraal agens. Nader onderzoek van dit "Eaton's 
agent" met behulp van kweek op kippeëmbryo's en immunofluorescen-
tie op bronchiaal epitheel van deze embryo's gaven aanwijzingen 
dat het hierbij ging om een Mycoplasma (toen nog pleuro-
pneumonia-like organism, PPLO genoemd) (Liu, 1957; Clyde, 1961; 
Goodburn en Marmion, 19 62). 
Dit werd tenslotte bevestigd door Chanock et al. (1962) , 
die er in slaagden het organisme op agar te kweken. 
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TAXONOMIE 
M. pneumoniae wordt gerekend tot de familie Mycoplasmataceae, 
orde Mycoplasmatales. De taxonomische positie van deze micro-
organismen, die zich van bacteriën onderscheiden door het ontbre-
ken van een celwand, is nog onzeker. Sommigen rekenen de 
Mycoplasmatales tot een aparte klasse, die der Mollicutes, binnen 
het rijk der prokaryoten, naast de "echte" bacteriën (Freundt en 
Edward, 1979). 
Recent onderzoek van eigenschappen van prokaryoten -dat 
van het door fructose-diphosphaat geïnactiveerde lactaatdehydro-
genase (Neimark, 1979) en sequentie-analyse van 16S-RNA (Fox et 
al., 1980)- wijst echter op een nauwe verwantschap van de 
Mycoplasmataceae (die door deze auteurs werden onderzocht) en 
Gram-positieve eubacteriae. Voor zover bekend zijn dit soort on-
derzoeken nog niet voor M. pneumoniae verricht. Wel is het bekend 
dat het guanine + суtosine gehalte van het DNA van M. pneumoniae 
40% bedraagt en daarmee duidelijk hoger ligt dan dat van de ove­
rige Mycoplasmataceae (Neimark, 1979). Dit wijst op een geringe 
verwantschap met de andere Mycoplasmataceae. 
ENKELE EIGENSCHAPPEN 
M. pneumoniae is draadvormig met afmetingen van 0,075 χ 
1,8 pm (Collier en Clyde, 1971). Er zijn 3 delen te onderscheiden: 
(1) een frontale projectie ("tip structure"), (2) een dikker 
"lichaam" en (3) een langere "staart". Het organisme is enigszins 
bewegelijk. Het mechanisme hiervan is nog onduidelijk; de "tip 
structure" speelt hierin vermoedelijk een belangrijke rol en 
lijkt in ieder geval de richting van de beweging te bepalen. Ook 
speelt de "tip structure" een belangrijke rol bij de hechting van 
M. pneumoniae aan gastheercellen. De belangrijkste receptor bij 
de gastheercel is vermoedelijk neuraminezuur, hoewel neuramini-
nidase de hechting aan erythrocyten niet voorkomt (Feldner et al., 
1979). M. pneumoniae bevat, evenals bacteriën, zowel DNA als RNA. 
o 
Het genoom is ongeveer 5 χ 10 daltons groot en daarmee ongeveer 
half zo groot als dat van de kleinste bacteriën (Freundt en 
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Edward, 1979) . In tegenstelling tot bacteriën heeft M. pneumoniae 
geen celwand. Hierin komt het overeen met de L-vormen van bacte-
riën. Een aantal eigenschappen van M. pneumoniae komen dan ook 
overeen met die van L-vormen: de filtreerbaarheid, de ongevoelig-
heid voor penicilline en de behoefte aan een milieu met hoge os-
molariteit. In tegenstelling tot de L-vormen die soms een celwand 
bezitten, zijn van M. pneumoniae en andere Mycoplasmata geen vor-
men met een celwand bekend· M. pneumoniae is hemolytisch. Deze 
eigenschap berust op vorming van peroxidase (Cohen en Somerson, 
1967) . 
M. pneumoniae hecht zich sterk aan cellen o.a. aan erythro-
cyten (haemadsorptie). Van de eigenschap om zich aan glasoppervlak 
te hechten (Somerson et al., 1967) wordt gebruik gemaakt om zui-
verdere antigenen voor serologische proeven te bereiden (Eng, 
1971). 
ANTIGENE STRUCTUUR 
De belangrijkste antigene determinanten van M. pneumoniae 
zijn aanwezig in of op het celmembraan. In de eerste plaats moet 
worden gewezen op de in vet oplosbare glycolipiden (Placket et 
al., 1969). Zij zijn sterker immunogeen wanneer ze gebonden zijn 
aan membraaneiwitten (Razin et al., 1970 ii). De glycolipiden 
zouden ongeveer 10% van de lipide fractie van M. pneumoniae 
uitmaken (Pollack et al., 1973). Ook tegen membraaneiwitten zon-
der glycolipiden kunnen antilichamen worden gevormd (Razin et al., 
1970 ii), evenals tegen eiwitten in de zgn. "soluble fraction" 
(het oplosbare deel van M. pneumoniae, na verwijdering van de 
membranen) (Pollack et al., 1973). 
Een immunologisch belangwekkend gegeven is het verschijnsel 
dat M. pneumoniae in staat is om eiwitten, bv. serumeiwitten, uit 
het kweekmedium op te nemen in het celmembraan. Vervolgens kunnen 
deze M. pneumoniae gedood worden met behulp van niet-geïnactiveerd 
antiserum tegen de betreffende eiwitten (Sethi en Brandis, 1972) . 
De betekenis van glycolipiden als antigene determinanten 
blijkt onder meer uit in intro-proeven met M. pneumoniae. Een bij 
proefdieren bereid antiserum tegen de lipide fractie van M. pneu-
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moniae remt de groei van dit micro-organisme in vitro. Verder kun-
nen hierin complementbindende antistoffen worden aangetoond bij 
gebruik van complete M. pneumoniae-cellen. De groeiremming en 
complementbinding worden geblokkeerd door eerst gezuiverde glyco-
lipiden van M. pneumoniae toe te voegen (Razin et al.j 1970 i, 
1971) . Antiserum tegen membraaneiwitten bindt weliswaar eveneens 
complement in een complementbindingsreactie met complete M. pneu-
moniae-cellen, maar remt de groei van M. pneumoniae vrijwel niet 
(Razin et al., 1970 ii). Antiserum tegen de "soluble fraction" 
van M. pneumoniae reageert nog slechter. De groei van M. pneumo-
niae wordt niet geremd en complement wordt nauwelijks gebonden 
in aanwezigheid van M. pneumoniae-cellen (Pollack et al., 1973). 
Verder zij er op gewezen dat een bij proefdieren bereid antiserum 
tegen de glycolipide fractie van M. pneumoniae lysis van M. pneu-
moniae teweegbrengt na toevoeging van caviacomplement (Brunner et 
al., 1971). Dezelfde reactie treedt op indien reconvalescenten-
serum van een patiënt met M. pneumoniae-infectie wordt gebruikt 
(Brunner et al., 1971). Op grond van bovenstaande gegevens lijkt 
het waarschijnlijk dat antistoffen tegen glycolipiden verantwoor-
delijk zijn voor de lysis. Voor de lysis van M. pneumoniae is 
-in tegenstelling met lysis van bacteriën door antistoffen en 
complement- geen lysozyme nodig, waarschijnlijk omdat M. pneumo-
niae geen celwand heeft. 
Voor de interpretatie van sommige onderzoekresultaten is het 
een probleem dat de glycolipiden van M. pneumoniae sterke kruis-
reacties tonen met glycolipiden van plantaardige oorsprong, bv. 
spinazie, wortels en peentjes (parsnips) (Kenny en Newton, 1973; 
Brunner et al., 1977). De kruisreactie tussen M. pneumoniae en 
streptococcus MG die vroeger (voordat M. pneumoniae kon worden 
gekweekt) wel werd gebruikt om de primaire atypische pneumonieën 
nader te definiëren, blijkt te berusten op reacties met glycosyl-
glyceriden van streptococcus MG (Plackett et al., 1969). 
KLINISCHE BEELDEN 
M. pneumoniae veroorzaakt voornamelijk aandoeningen van de 
luchtwegen. Deze beginnen meestal geleidelijk met malaise, hoes-
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ten en koorts. De belangrijkste syndromen zijn: pneumonie, tra-
cheobronchitis, pharyngitis en bulleuze myringitis. Hiermee ge-
combineerd, of in sporadische gevallen zonder bovengenoemde teke-
nen van luchtweginfectie, kunnen optreden: otitis media, sinusi-
tis, erythema multiforme (syndroom van Stevens-Johnson), urtica-
riële en andere huidverschijnselen, myocarditis en meningo-
encephalitis. 
Infeaties van de luchtwegen 
De belangrijkste ziekte, pneumonie, is sterk wisselend in 
ernst en duur. De incubatietijd bedraagt ongeveer 15-25 dagen 
(Foy et al., 1966 ii). Bijna obligaat voorkomende symptomen zijn: 
malaise (Hers en Masurel, 1967), hoesten en koorts (Couch, 1980). 
Het beeld bij röntgenologisch onderzoek van de longen is wisse-
lend: van enige streeptekening via een duidelijk interstitieel 
beeld of kleinvlekkige tekening tot uitgebreide lobaire of seg-
mentale Infiltraten met soms pleurareactie; deze afwijkigen zijn 
vaak éénzijdig en vooral in de onderkwabben gelocaliseerd. De 
prognose is vrijwel altijd gunstig, ook bij ernstig zieke patiën-
ten. Secundaire infecties met o.a. H. influenzae kunnen voorkomen 
(Hers en Masurel, 196 7). De genezing kan bespoedigd worden door 
behandeling met erythromycine of een van de tetracyclines. Rechu-
tes kunnen voorkomen. Na een ernstige infectie kan nog langdurig 
malaise blijven bestaan. Ook na enkele jaren kunnen recidieven 
voorkomen (Foy et al., 1971 i, 1971 ii). Een overzicht van de 
(begeleidende) ziekteverschijnselen en de relatieve frequentie 
ervan gaven o.a. Murray et al. (1975), Couch (1980) en Cassell 
en Cole (1981) en -voor wat betreft het ziektebeeld bij kinderen-
Mok et al. (1979). 
Naast pneumonie komen ook andere luchtweginfecties voor, 
vooral tracheobronchitis en pharyngitis. De frequentie hiervan, 
in relatie tot die van pneumonie, wordt zeer wisselend opgegeven. 
Dit hangt vermoedelijk samen met de selectie van de onderzochte 
patiënten. Hers en Masurel (1967) vonden dat bronchitis regelma-
tig bij ouderen (boven 30 jaar) voorkomt; dit in tegenstelling 
tot pneumonie. Zij vonden ook dat infectie met M. pneumoniae tot 
exacerbaties van asthma en van chronische bronchitis en emphyseem 
konden leiden. In andere gevallen blijven de verschijnselen be-
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perkt tot keelpijn (pharyngitis) of zelfs helemaal achterwege, on-
danks een serologisch of door middel van kweekproef aantoonbare 
infectie. Dit ziet men vooral bij kinderen onder 5 jaar. Zij kun-
nen gedurende 2-3 maanden drager zijn van M. pneumoniae zonder 
ziekteverschijnselen (Foy et al., 1966 ii). 
Rhinitis komt voor, maar slechts in ongeveer 25% van de gevallen 
(Foy et al., 1966 ü ; Hers en Masurel, 1967). 
Oorontstekingen, vooral (bulleuze) myringitis, en sinusitis kun-
nen zelfstandig, of in combinatie met pneumonie, bronchitis of 
pharyngitis voorkomen. 
Overige aandoeningen 
Huidverschijnselen komen frequent voor. Urticaria wordt in 
6-11% van de gevallen beschreven (Foy et al., 1966 ii; Hers en 
Masurel, 1967; Cherry et al., 1975; Mok et al., 1979). Andere 
huidverschijnselen zijn zeldzamer: o.a. erythema exsudativum mul-
tiforme (Foy, 1966 i; Pönkä, 1978) en erythema nodosum (Purcell 
en Chanock, 196 7) . 
Verder kunnen verschijnselen van de traatus gastrointestina-
lis, te weten anorexie, misselijkheid en, meestal kortdurende, 
diarree en braken in het beloop van een infectie met M. pneumo-
niae voorkomen (Murray et al., 1975). 
Ook het centrale zenuwstelsel kan aangetast worden. Het meest 
frequent komt meningoencephalitis voor. Daarnaast zijn psychose, 
syndroom van Guillain en Barré en cerebellaire ataxie beschreven 
(Smith en Sangster, 1972; Murray et al., 1975; Ie Bigot et al., 
1976; Kopelman, 1977). Van alle door virussen of Mycoplasma ver-
oorzaakte neurologische aandoeningen, zoals die tussen 1967 en 
1976 aan de WHO werden gerapporteerd, werd 1% door M. pneumoniae 
veroorzaakt. Bij 199 uit Nederland gerapporteerde gevallen kwamen 
geen infecties door M. pneumoniae voor (Assaad et al., 1980). 
Myocarditis en pericarditis van wisselende ernst komen voor 
(Naftalin, 1974; Murray et al., 1975; Pönkä, 1979). 
Verder zijn arthralgieën en, veel zeldzamer, polyarthritis 
beschreven (Lambert, 1968; Jones, 1970; Hernandez et al., 1977; 
van Griethuysen et al., 1981). 
In verhouding tot de frequent voorkomende koude agglutininen is 
de zeldzaamheid van intravasculaire haemolyse opvallend. Verder 
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zijn intra-vasculaire stolling en thrombocytopenische purpura be-
schreven (Couch, 1980). 
Stoornissen van de leverfuncties kunnen bij infectie met M. pneu-
moniae voorkomen (Murray et al.3 1975). 
Mycoplasma pneumoniae en pancreatitis 
Bij alle tot nu toe beschreven complicaties werd de diagnose 
in het algemeen door serologisch onderzoek gesteld. In tenminste 
één geval bij elk van deze complicaties werd de diagnose door 
isolatie van M. pneumoniae bevestigd. Dit laatste geldt zover ons 
bekend, niet voor pancreatitis. Of er verband bestaat tussen in-
fectie met M. pneumoniae en pancreatitis is niet zo duidelijk. 
Mârdh en Ursing (1974) beschreven 6 patiënten met acute pancrea-
titis, die meestal 1-2 weken na het begin van bronchopneumonie 
ontstond. Eén van de patiënten overleed in hyperosmolair en hy-
perglycemisch coma. Hoewel M. pneumoniae niet gekweekt werd, wa-
ren de longafwijkingen en serologische bevindingen (o.a. koude 
agglutininen) sterke aanwijzingen voor infectie met M. pneumoniae. 
Oderda en Kraut (1980) beschreven een meisje van 22 maanden met 
pancreatitis en een 4-voudige titerstijging voor M. pneumoniae; 
zij had geen manifeste luchtweginfectie. De interpretatie van 
deze bevindingen is moeilijk. 
Leinikki et al. (1973) vonden bij een groeo van 60 patiënten met 
acute pancreatitis in de meeste gevallen een significante titer-
sti jging in de complementbindingsreactie voor M. pneumoniae. Deze 
antilichamen bleken tot de IgM-klasse te behoren (Leinikki et al., 
1978). Koude agglutininen waren afwezig of de titer was laag. Zij 
veronderstellen dat tijdens pancreatitis een antigene structuur 
vrijkomt, die complementbindende antistoffen tegen M. pneumoniae 
opwekt. Het gelukte echter vrijwel niet de reactie te blokkeren 
met lipide antigeen van pancreasweefsel, wel met antigeen van 
Mycoplasma pneumoniae. Wanneer de sera van deze patiënten worden 
onderzocht door middel van een ELISA met van glycolipide gezuiverd 
M. pneumoniae-antigeen, blijken bij hen nauwelijks titerstij-
gingen gevonden te worden (Räisänen et al., 1980). 
Deze bevindingen wijzen erop, dat M. pneumoniae in deze gevallen 
niet als oorzaak van pancreatitis mag worden beschouwd, ondanks 
de gevonden significante titerstijgingen ten opzichte van glyco-
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lipide antigeen. Ditzelfde geldt misschien voor andere syndromen 
die met weefseldestructie gepaard gaan en waarbij titerstijgingen 
ten opzichte van glycolipide antigeen van M. pneumoniae worden 
gevonden. 
M. pneumoniae bij patiënten met stoornissen in de immuun-afweev 
Foy (1973 ii) beschreef 4 patiënten met verschillende vormen 
van hypogamma-globulinemieën die leden aan luchtweginfecties door 
M. pneumoniae. Hierbij viel het op dat de ziekte bij hen ernsti-
ger en langduriger was en gepaard ging met groter gewichtsverlies 
dan bij patiënten met pneumonie door M. pneumoniae zonder hypo-
gamma-globulinemie. Verder was opvallend dat de afwijkingen aan 
de longen gering waren; met name ontbraken noemenswaardige Infil-
traten. Dit zou er op kunnen wijzen dat antigeen-antilichaam-
reacties een rol spelen bij het ontstaan van deze Infiltraten bij 
immuno-competente patiënten. Bij twee van de vier patiënten kwa-
men langdurige erythemen voor. Na behandeling met erythromycine 
of tetracycline genazen de patiënten. Deze antibiotica zijn in 
principe bacteriostatisch; het is bekend dat door een dergelijke 
behandeling M. pneumoniae niet geëradiceerd wordt (Foy et al., 
1966 ii). Daarom veronderstellen de auteurs dat de cellulaire 
immuunrespons een rol heeft gespeeld bij de genezing van deze pa-
tiënten. 
Taylor-Robinson et al. (1980) beschreven een 7-jarige jongen met 
hypogamma-globulinemie. M. pneumoniae bleef bij hem gedurende 2 
jaar aantoonbaar, ondanks behandeling met erythromycino en tetra-
cycline. Hij had consolidatie van de linker bovenkwab en een oo-
heldering in de 2e linker rib; uit de riblaesie kon M. pneumoniae 
worden geïsoleerd. Ondanks een zeer langzaam herstel was de alge-
mene toestand van deze patiënt redelijk. 
Bij patiënten met sikkelcel-ziekte komen pneumonieën door M. pneu-
moniae voor die ernstiger verlopen dan gewoonlijk (Shulman et al.3 
1972) , zeker wanneer men de leeftijd (4-12 jaar) van de door deze 
auteurs beschreven patiënten in aanmerking neemt. 
Ook bij het syndroom van Down lijken ernstigere ziekten voor te 
komen (Baernstein et al. y 1965). 
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Letale infecties 
Ondanks de gunstige prognose in het algemeen zijn een aantal 
dodelijke infecties met M. pneumoniae beschreven. Een overzicht 
van 10 gevallen uit de literatuur is onlangs door Koletsky en 
Weinstein (1980) gegeven, die hieraan een eigen geval toevoegen. 
In de meeste gevallen was er sprake van pneumonie (10/11). In 5 
gevallen waren er afwijkingen van het centrale zenuwstelsel. Bij 
de patiënt die zij zelf vermelden, kon post mortem M. pneumoniae 
uit de trachea, longen en nieren worden geïsoleerd, ten teken van 
hematógene disseminatie van M. pneumoniae. Er waren hierbij geen 
specifieke afwijkingen in de longen en nieren aantoonbaar. 
Ook bij de niet door hen vermelde patiënt van Naftalin et al. 
(1974) waren tekenen van hematógene verspreiding. Hun patiënt 
overleed aan cardiale complicaties van M. pneumoniae en zij slaag-
den er in M. pneumoniae te isoleren uit bloed uit de ventrikel. 
PATHOLOGISCHE ANATOMIE 
Gezien het in de regel gunstige verloop van infecties met 
M. pneumoniae staan slechts weinig gegevens van pathologisch-
anatomisch onderzoek ter beschikking. In de meeste gevallen had 
dit onderzoek betrekking op eindstadia. Men kan niet verwachten 
dat de uitkomsten hiervan veel licht zullen werpen op de natuur-
lijke evolutie van het ziekteproces. 
De belangrijkste, relatief vaak vermelde afwijkingen waren: 
bloedingen, stuwingen en focale laesies in de longen met soms enig 
pleura-exsudaat. Dikke exsudaten bevonden zich in de bronchi en 
bronchioli, die ontstoken en geulcereerd waren. Microscopisch on-
derzoek toonde interstitiële pneumonie, bronchitis en bronchioli-
tis aan. Peribronchiaal werden mononucléaire Infiltraten gezien. 
In de luchtwegen bevonden zich necrotische, epitheliale, mononu-
cléaire en polymorphonucleaire cellen (PMN) en fibrine. De mate 
waarin de alveoli in het ziekteproces betrokken waren, wisselde; 
dit werd mogelijk (mede) veroorzaakt door secundaire bacteriële 
invasie. Ook andere organen waren in sommige gevallen aangedaan. 
Samenvattend tonen de longen dus het beeld van een desquamâtieve, 
interstitiële pneumonie (Clyde, 1979) . 
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LABORATORIUMDIAGNOSE 
De belangrijkste resultaten bij het routine-laboratorium-
onderzoek zijn als volgt (Couch, 1980): het aantal leukocyten is 
meestal normaal, soms echter verhoogd. De differentiatie van de 
leukocyten toont meestal enige verschuiving naar links. De bezin-
kingssnelheid van de erythrocyten is meestal verhoogd, vaak zelfs 
in sterke mate. De hoeveelheid sputum is meestal gering en het is 
visceus. De Gram-kleuring laat vooral mononucléaire en daarnaast 
ook polymorphonucleaire leukocyten zien (vgl. Noriega et al., 
1974) . 
Wanneer op grond van de klinische gegevens, eventueel in 
combinatie met de resultaten van laboratoriumonderzoek, de diagno-
se vermoed wordt (Gerritsen en Knol, 1980), kan deze bevestigd 
worden door middel van de volgende onderzoeken. 
1. Isolatie van M. pneumoniae 
Het is mogelijk om M. pneumoniae op agar en in diohasisch 
medium (agar en bouillon) te kweken (Chanock et al., 1962). Deze 
methode is zeer specifiek. Ook de gevoeligheid is groot, zoals 
blijkt uit de resultaten van Foy et al. (1966 ii) . Deze auteurs 
vonden dat M. pneumoniae al aangetoond kon worden ббг het begin 
van de ziekte en vaak nog enige tijd na afloop van de ziekte aan­
toonbaar bleef, ook als de patiënt met antibiotica was behandeld. 
Er zijn echter twee belangrijke bezwaren aan deze methode 
verbonden. Ten eerste duurt het lang voor de uitslag bekend is 
(5 dagen - 6 weken). Een tweede bezwaar is de relatief grote ar-
beidsintensiviteit, die enerzijds berust op de noodzaak steeds 
verse mediumcomponenten in voorraad te houden en anderzijds op de 
hoge eisen die gesteld moeten worden aan de kwaliteitscontrole. 
Dit is vooral moeilijk voor kleinere laboratoria met weinig posi-
tieve uitslagen (Smith, 1980). 
Door verschillende auteurs worden andere media en methoden 
voor isolatie van M. pneumoniae beschreven, die sneller en in een 
groter percentage dan de bovengenoemde methode positieve resulta-
ten zouden opleveren (Bredt et al., 1975; Gabridge et al., 1976; 
Tully et al., 1979; Granato et al., 1980). Deze methoden zijn nog 
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niet, of slechts op kleine schaal als routine-onderzoek toegepast. 
Dit laatste geldt ook voor de zeer gevoelige gecombineerde weef-
selkweektechniek die onlangs door Bayer et al. (1981) werd be-
schreven. Deze methode berust erop dat mycoplasma's, in tegenstel-
ling tot zoogdiercellen, radio-actief gemerkt uracil in RNA incor-
poreren -waardoor men besmetting van weefselkweekcellen met 
mycoplasma kan aantonen-, waarna de op deze manier gevonden myco-
plasma's met behulp van een immunofluorescentietechniek kunnen 
worden geïdentificeerd. Op deze wijze toonden zij M. pneumoniae 
aan in de "buffy-coat" en de liquor van een patiënt met het syn-
droom van Guillain-Barré bij een pneumonie door M. pneumoniae. 
Serologisohe methoden 
Deze worden het meest gebruikt voor de routine-diagnostiek 
van infecties met M. pneumoniae. 
2. Reacties op koude agglutininen 
Koude agglutininen veroorzaken agglutinatie van menselijke 
erythrocyten bij lage temperaturen. De agglutininen zijn gericht 
tegen het I-antigeen, dat op erythrocyten van mensen, maar ook van 
veel dieren, voorkomt (Costea et al.y 1966). Verhoogde titers 
(>64) komen vanaf ongeveer een week na het begin van een pneumonie 
door M. pneumoniae voor (Chanock et al., 1961); daarna kan de ti-
ter nog sterk stijgen. 
Hoewel deze reactie niet specifiek is, is de combinatie van 
een positieve reactie met een voor M. pneumoniae typisch ziekte-
beeld toch vrijwel bewijzend voor de etiologie. Een nadeel is 
echter dat deze reactie slechts in 40-50% van de gevallen positief 
is. 
3. Complementbindingsreactie (CBR) (Chanock et al.t 1962) 
In het algemeen worden voor deze reactie twee soorten anti-
geen gebruikt; de lipide fractie van M. pneumoniae of een antigeen 
bereid van complete organismen. Een tenminste 4-voudige titerstij-
ging in deze reactie is vrijwel bewijzend voor een acute infectie 
met M. pneumoniae. Sommige auteurs kennen ook betekenis toe aan 
een hoge titer in één monster serum, in combinatie met een bij M. 
pneumoniae passend ziektebeeld (Löwenberg, 1980). De CBR is speci-
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fiek. Aan een mededeling dat er tussen M. pneumoniae en Legionella 
pneumoniae kruisreacties zouden voorkomen (Grady et al., 1979), 
mag niet veel betekenis worden gehecht. De kruisreacties berustten 
vermoedelijk op het gebruik van een inferieur antigeen van Legio-
nella (Taylor et al., 1980). Dat kruisreacties tussen beide micro-
organismen ontbreken, is van wezenlijk belang omdat de differen-
tiaal diagnose tussen de ziekten door deze twee micro-organismen 
moeilijk is. Verder zij vermeld -waarop reeds eerder is gewezen-
dat aspecifieke titerstijgingen bij pancreatitis zouden kunnen 
voorkomen (Leinikki et al., 1973, 1976). 
4. Immunofluorescentie (IF) 
Immunofluorescentietechnieken speelden een belangrijke rol 
bij het ontdekken van de pathogène rol van M. pneumoniae (zie bo-
ven) . Skaug et al. (1976) onderzochten met behulp van de indirec-
te IF-reactie het verloop van IgG- en IgM-antistoftiters bij in-
fecties met M. pneumoniae. Zoals gebruikelijk in de вегоіодіе, 
werden 4-voudige titerstijgingen als een bewijs voor een acute 
infectie beschouwd. Wegens de bewerkelijkheid wordt deze reactie 
slechts op beperkte schaal toegepast. 
5. Indirecte of passieve haemagglutinatie (IHA) 
Deze reactie werd voor het eerst beschreven door Dowdle en 
Robinson (1964) en berust op haemagglutinatie van met M. pneumo­
niae gesensibiliseerde (kippe-)erythrocyten door antistoffen. Er 
is thans een eenvoudig uit te voeren, commerciële test beschik-
baar (Taylor, 1979). 
6. Groei- en stofwisselingsremming 
Op basis van groeiremmingsreacties op agar ter typering van 
mycoplasmastammen, zoals die o.a. door Huysmans-Evers en Ruys 
(1956) en Herderschee et al. (1963) werden gebruikt, ontwikkelde 
Jensen (1964) een reactie voor de bepaling van antistoftiters, de 
tetrazoliumreductie remmingsreactie (TRI). M. pneumoniae wordt 
gekweekt in een vloeibaar medium (bouillon). Hierbij wordt tetra-
zolium toegevoegd, dat door M. pneumoniae wordt gereduceerd tot 
een gele kleurstof. Een variant hierop is de "metabolic inhibi-
tion test" (MIH). Hierbij wordt in plaats van tetrazolium glucose 
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toegevoegd. Dit wordt omgezet door M. pneumoniae, waarbij de pH 
verlaagd wordt. Dit kan worden aangetoond met een indicator (phe-
nolrood) (Taylor-Robinson et al., 1966). Indien men nu -tegelijk 
met M. pneumoniae- patiëntenserum (in verdunningen) aan het me-
dium toevoegt, zal de groei en daarmee de stofwisseling van M. 
pneumoniae door eventueel aanwezige antilichamen worden geremd. 
Hierdoor wordt de kleuromslag verhinderd. 
Deze reactie wordt beschouwd als zeer specifiek voor M. pneu-
moniae. Een nadeel is dat door behandeling van patiënten met anti-
biotica fout-positieve reacties kunnen optreden, doordat in het 
patiëntenserum aanwezige antibiotica de groei kunnen remmen (Smith 
en Herrmann, 1971). Als variant op deze test beschreven Brunner 
et al. (1972) een "mycoplasmacidal test" (MCT) die gevoeliger 
bleek te zijn dan de bovengenoemde reacties. Deze reactie berust 
op het principe dat M. pneumoniae door antistoffen (uit het te 
onderzoeken serum) en complement worden gedood, waarschijnlijk 
door lysis. Doordat het aantal overlevende mycoplasmata bij elke 
verdunning door middel van kweek moet worden vastgesteld, is deze 
reactie bewerkelijk. 
7. Radio-immunoassay (RIA) 
Door enkele onderzoekers (Brunner et al., 1973 i, 1977 i, 
1978; Price, 1980) zijn radio-immunoassays beschreven voor het 
aantonen van antistoffen tegen M. pneumoniae. Hiermee kunnen ook 
specifieke IgM-antistoffen worden aangetoond (Price, 1980) . Deze 
methoden zijn gevoelig, maar vonden geen ingang in het routine-
onderzoek. 
8. Enzyme-linked immunoassay 
Dit onderwerp wordt hieronder (in dit hoofdstuk) afzonderlijk 
beschreven. Deze reactie wordt nog vrijwel niet in de routine toe-
gepast. 
Vele infecties met M. pneumoniae verlopen licht en met weinig 
symptomen. De ernstiger vormen, de рпеитопгеап, genezen in het al-
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gemeen zonder antimicrobiële therapie of met uitsluitend sympto-
matische therapie spontaan. Op grond van de ernst van de ziekte 
of van hinderlijke klachten kan therapie toch wenselijk zijn. 
Erythromycine en tetracycline hebben hun effectiviteit bewezen 
(Shames et al. y 1970). Zij bespoedigen het verdwijnen van de kli-
nische symptomen en röntgenologische afwijkingen. Het verdient 
aanbeveling de therapie gedurende tenminste 2 weken te geven. Ook 
voor patiënten met bulleuze myringitis wordt therapie geadviseerd 
(Couch, 1980) . Routine-onderzoek naar resistentie tegen antibio-
tica wordt zelden verricht. Resistentie tegen Oxytetracycline 
(gepaard gaande met gevoeligheid voor doxycycline) en resistentie 
tegen erythromycine zijn echter beschreven (Niitu et al., 1970; 
Taylor-Robinson et al., 1980). 
PREVENTIE 
Een goede preventie van infectie door M. pneumoniae bestaat 
er niet. Antimicrobiële therapie vermindert de overdracht van 
ziekte niet (Foy en Alexander, 1969). Wel bleek uit een onderzoek 
van Jensen et al. (1967) dat door prophylactisch gebruik van Oxy-
tetracycline gedurende 10 dagen door familieleden van een zieke 
niet het aantal infecties maar wel de morbiditeit bij hen vermin-
derde. Een dergelijk onderzoek is echter nooit herhaald. 
Vaccinatie met geïnactiveerde vaccins gaf ongeveer 50% pro-
tectie tegen pneumonie in verschillende onderzoekingen (Smith et 
al., 1967; Mogabgab, 1968; Wenzel et al., 1977). Smith et al. 
(1967) zagen daarbij dat -na infectie met M. pneumoniae- ernsti-
ge ziektebeelden ontstonden bij die gevaccineerden, die geen dui-
delijke serologische respons in de TRI-reactie hadden getoond. 
Dit werd echter niet bevestigd door de andere onderzoekers. De 
beschermende waarde van deze vaccins lijkt dus beperkt, mede 
doordat immuniteit tegen M. pneumoniae, zelfs na een pneumonie, 
relatief kort duurt (Foy et al., 1977). 
Verder is onderzoek gedaan naar het effect van levende, ver-
zwakte vaccins (Couch et al., 1964; Greenberg et al., 1974). Hoe-
wel ze potentieel wel bruikbaar zijn, werd geen van deze vaccins 
ontwikkeld tot een algemeen aanvaard vaccin. De aanwijzingen, dat 
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sommige van de extrapulmonale ziekteverschijnselen veroorzaakt 
worden door immunologische reacties hebben de interesse voor het 
ontwikkelen van vaccins sterk doen verminderen (Clyde, 1979; 
Couch, 1980). 
EPIDEMIOLOGIE 
M. pneumoniae-infecties komen over de hele wereld voor. Het 
best gedocumenteerd is deze ziekte in de gematigde klimaten. De 
infecties komen het gehele jaar voor, met een grotere frequentie 
in het koude seizoen (Lind, 1971; Fernald et al., 1975). In de 
meeste landen, waar dit onderzocht is, ziet men periodieke epide-
mische verheffingen met een tussenpoos van 4-6 jaar (Lind, 
1971; Lind en Bentson, 1976; Noah en Urquhart, 1980). De laatste 
epidemie in Nederland was in 1978. In het algemeen tonen de epi-
demieën een geleidelijk begin en een langzame afneming met een 
totale duur van ongeveer 2 jaar. Het is opvallend dat epidemieën 
in Europa ongeveer synchroon verlopen (Noah en Urquhart, 1980). 
Het aandeel van pneumonieën door M. pneumoniae in de totale 
frequentie van pneumonieën is daarnaast afhankelijk van de onder-
zochte populatie, en daarbinnen vooral van de leeftijd. 
Verdeling over leeftijd en geslacht 
De hoogste relatieve frequentie van ziekte door M. pneumo-
niae wordt gevonden bij schoolkinderen en jonge volwassenen (o.a. 
Foy et al., 1966 ii; Hers en Ilasurel, 1967). Uit familie-onderzoek 
blijkt echter dat de frequentie van infecties bij jonge kinderen 
tenminste even groot is als die bij volwassenen (Foy et al., 1966 
ii; Balassanian en Robbins, 1967). Ook sero-epidemiologisch on-
derzoek wees op een grote frequentie van infecties bij jonge kin-
deren (Taylor-Robinson et al., 1966). Hieraan werd weinig beteke-
nis gehecht. Brunner et al. (1972, 1973 i) die gevoelige en spe-
cifieke methoden om antistoffen tegen M. pneumoniae aan te tonen 
hadden ontwikkeld (RIA en MCT; zie boven), vonden een hoge fre-
quentie van antilichamen bij zuigelingen en peuters, oplopend tot 
83% bij 3-jarigen (I) (Brunner et al., 1977 i, ii). Er bestond 
echter twijfel over de betekenis van deze antilichamen, omdat gly-
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colipiden van plantaardige oorsprong -wortels en peentjes ("par-
snips")- de radio-iiranunoprecipitatietest konden blokkeren (zie 
ook antigene structuur). 
Brunner et al. (1977 i) vermeldden ook het resultaat van een 
niet-gepubliceerd dwarsdoorsnede-onderzoek van Canchóla et al. in 
Washington D.C. en omgeving. Bij 3% van 1149 kinderen onder 5 
jaar/ zonder aandoeningen van de luchtwegen, werd M. pneumoniae 
gekweekt, bij 3,1% van in hetzelfde onderzoek onderzochte kinde-
ren met respiratore aandoeningen. Bij longitudinaal onderzoek 
bleek het organisme 2-3 weken aantoonbaar te zijn. 
Fernald et al. (1975) toonden in een, goed opgezette, pros-
pectieve studie in een "research day care centre" aan, dat in-
fecties bij kinderen van 2 maanden tot 8 jaar frequent voorkwamen. 
Zij onderzochten tijdens een 6 jaar durend onderzoek 81 kinderen 
(230 kinder"jaren"). Zij vonden in 27 gevallen serologisch of 
door isolatie (14 maal) bevestigde infecties. Bij 5 van de kinde-
ren werd tweemaal een infectie vastgesteld. In 4 gevallen waren 
er tekenen van een bovenste luchtweginfectie, éénmaal van bron-
chitis en éénmaal van pneumonitis. Slechts in één geval, bij een 
kind van 7 maanden, waren er röntgenologische afwijkingen van de 
longen; het voornaamste symptoom was "respiratory wheezing" ge-
durende 4 weken. De overige 20 gevallen waren vrij van symptomen. 
Het enige bezwaar van hun onderzoek is de relatieve ongevoelig-
heid van de door hen gehanteerde serologische methoden (CBR, 
MIH) . 
Er zijn dus sterke aanwijzingen dat de infectie frequent 
voorkomt op jonge leeftijd. Deze infecties verlopen meestal zon-
der of met geringe symptomen. Hoewel Fernald et al. (1975) en 
Canchóla et al. (in Brunner et al.
 3 1977 i) vonden dat kinderen 
slechts korte tijd dragers van M. pneumoniae waren, zagen Foy et 
al. (1966 ii) bij jonge kinderen in gezinnen, waarin een geval 
van M. pneumoniae voorkwam, langdurig (3-4 maanden) kolonisatie, 
die overigens met weinig symptomen gepaard ging. Verschillende 
studies wijzen er op dat ziekte door M. oneumoniae vaker bij con-
géna dan bij meisjes voorkomt (o.a. Foy et al.3 1966 ii). Verder 
blijken infecties van de onderste luchtwegen en van ooraandoenin-
gen vaker voor te komen bij kinderen die tonsilleatomie hebben 
ondergaan (Foy et al., 1966 ii). 
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Transmiesie 
Het gebruikelijke patroon van overdracht van ziekte door M. 
pneumoniae is dat eerst schoolkinderen worden besmet, vooral door 
contact met speelkameraadjes (Foy et al., 1970). Daarna verspreidt 
de ziekte zich in het gezin. Uit een onderzoek van Foy et al. 
(1966 ii) bleek dat het interval tussen ziektegevallen binnen het 
gezin varieerde van 16-25 dagen, gemiddeld 23 dagen; 64-71% van 
de kinderen en 17-53% van de volwassenen werden geïnfecteerd. Bui-
ten de gezinnen was verspreiding zeldzaam. 
Dit onderzoek en andere gegevens, zoals de hoge frequentie 
van M. pneumoniae-aandoeningen bij recruten (van der Veen en van 
Nunen, 1963; Hers et al., 1969; Steinberg et al., 1969) doen ver-
moeden dat intensief contact voor he£ ontstaan van infecties nood-
zakelijk is (Denny et al., 1971). 
De eerder genoemde waarnemingen dat infecties bij kinderen 
(meestal zonder of met weinig symptomen) frequent voorkomen, wij-
zen juist op een grote besmettelijkheid van de infectie. Een ande-
re aanwijzing hiervoor is het min of meer synchrone verloop van de 
epidemieën in Europa. Experimenteel werd bij vrijwilligers vast-
gesteld dat -bij toediening als aerosol- 1 kolonievormende een-
heid (CFU) van Mycoplasma al voldoende was voor het ontstaan van 
een infectie. Ook dit gegeven, in combinatie met het feit dat M. 
pneumoniae in aerosols bij verschillende vochtigheidsgraden ver-
scheidene uren kan overleven (Wright et al., 1968), zou een grote 
besmettelijkheid van geïnfecteerden doen verwachten. 
Waarschijnlijk berusten deze ogenschijnlijk tegenstrijdige 
bevindingen op het effect van de dosis van de smetstof. Voor het 
ontstaan van ziekte, in het bijzonder van pneumonie, is, zo mag 
men aannemen, een grote dosis nodig die alleen bij intensief con-
tact wordt overgedragen, terwijl voor het ontstaan van infecties 
(met geen of weinig ziekteverschijnselen) slechts een kleine do-
sis en een vluchtig contact nodig zijn. Proeven bij hamsters 
(Fernald en Clyde, 1970) ondersteunen deze veronderstelling. Het 
bleek dat de dosis van M. pneumoniae om pneumonie te veroorzaken 
10 tot 100 maal hoger was dan die voor het ontstaan van infec-
tie. 
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IMMUNOLOGISCHE ASPECTEN VAN INFECTIE MET M. PNEUMONIAE 
Bij infecties met M. pneumoniae spelen immunologische ver-
schijnselen een belangrijke rol. Enerzijds is herstel van een 
pneumonie vermoedelijk mede afhankelijk van de aanwezigheid van 
IgA-/ IgM- en IgG-antilichamen in het slijmvlies en het lumen van 
de luchtwegen (Biberfeld en Sterner, 1971; Brunner et al.} 1973 
ii; Powell en Clyde, 1975). Anderzijds lijkt "sensibilisering" 
door een voorafgaande infectie noodzakelijk te zijn voor het ont-
staan van pneumonie bij een volgende infectie (Fernald et al., 
1975; Brunner et al., 1977 ii). Tenslotte gaat pneumonie vaak ge-
paard met vorming van auto-antilichamen, zoals koude agglutininen, 
en zijn er aanwijzingen dat de ziekteverschijnselen elders in het 
lichaam mogelijk op deze auto-antilichamen berusten. Hieronder 
worden enkele van de belangrijkste immunologische verschijnselen 
uitvoeriger besproken. 
Ontwikkeling van ontstekingsverschijnselen bij proefdieren 
Na intranasale besmetting van hamsters met M. pneumoniae werd 
na enkele dagen peribronchiaal proliferatie met lymphoïde cellen 
waargenomen, eerst van IgM-plasmacellen, vervolgens van IgG- en 
IgA-cellen. Verder zag men een ophoping van lymphoïde cellen zon-
der Immunoglobulinen in de lamina propria rond kleine bloedvaten. 
Deze Infiltraten leken histologisch op die welke bij cutané 
"delayed hypersensitivity" worden gezien (Fernald, 1972; Fernald, 
19 79). Bij geïnfecteerde caviae, zelden bij geïnfecteerde ham-
sters, werd bovendien lymfekliervergroting gezien. 
Nadat aanvankelijk het aantal polymorphonucleaire leukocyten 
(PMN) en mononucléaire leukocyten (MN) in het lumen van bronchi 
en bronchioli verlaagd was, zag men geleidelijk meer PMN verschij-
nen. Na 1^ -2 weken was het aantal cellen (zowel PMN als MN) in 
het lumen sterk verhoogd. Dit viel ongeveer samen met het begin 
van serologisch aantoonbare antistofvorming. Een opvallend ver-
schijnsel was het voorkomen van rosetten van PMN rond afgestoten 
epitheelcellen in het exsudaat. Deze verschenen rond de 9e dag, 
kort voor de intensivering van het exsudaat, en bleven 2 weken 
aantoonbaar (Clyde, 1971). Zij worden ook bij patiënten gevonden 
(Collier en Clyde, 1974). Vervolgens trad geleidelijk een vermin-
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dering van exsudaat en infiltraat op. Na ongeveer 6 weken was ge-
nezing tot stand gekomen. 
Anti lichamen 
Tijdens pneumonieën door M. pneumoniae worden specifieke 
antilichamen gevormd. Dit is in overeenstemming met het verschij-
nen van plasmacellen bij de hierboven beschreven experimentele 
infecties. IgM-antilichamen zijn vaak al in de eerste week na het 
begin van de ziekte aan te tonen (Skaug et al., 1976; 11 van 15 
sera). In tegenstelling tot wat bij vele andere infectieziekten 
gezien wordt, zijn antilichamen van deze klasse vaak nog na lange 
tijd aantoonbaar: een half jaar (Skaug et al., 1976)/ soms meer 
dan 4 jaar (Biberfeld, 1971 i). De titer van IgG-antistoffen 
stijgt bijna gelijktijdig met die van IgM-antistoffen. Naarmate 
de infectie langer duurt, neemt het aandeel van IgG-antilichamen 
in de specifieke antilichamenproduktie ten opzichte van IgM-
antilichamen toe. Bij ouderen overweegt de IgG-respons (Biberfeld, 
1968). In het sputum van patiënten zijn IgM-, IgG- en IgA-
antilichamen aantoonbaar (Biberfeld en Sterner, 1971). Ook in het 
neussecreet van "vrijwilligers" die 1-2 weken tevoren intranasaal 
met M. pneumoniae waren besmet, zijn antilichamen aantoonbaar en 
wel vooral van de IgA klasse (Brunner, 1973 ii). De betekenis van 
de antilichamen voor het verloop van het ziekteproces is nog niet 
duidelijk. In het luchtwegsecreet aanwezige IgM-antilichamen zou-
den, evenals bij bacteriën, aanhechting van mycoplasma aan cellen 
kunnen voorkomen (Williams en Gibbons, 1972); hiervoor is echter 
geen experimenteel bewijs geleverd. Wel bleek de spiegel van IgA-
antilichamen in het luchtwegsecreet van vrijwilligers die met ge-
ïnactiveerd M. pneumoniae waren gevaccineerd, goed gecorreleerd 
te zijn met de mate van protectie tegen manifeste pneumonie 
(Brunner et al., 1973 iii). Dat antilichamen een effect kunnen 
uitoefenen op M. pneumoniae, is bekend uit in üitro-proeven. Zo 
kunnen IgG- en IgM-antilichamen, samen met complement, lysis ver-
oorzaken. Van dit principe wordt gebruik gemaakt in de TRI, MIH 
en Mycoplasmacidal reactie (Brunner et al., 1972). Ook spelen deze 
antilichamen een rol als Opsoninen bij de phagocytose (zie onder). 
Anderzijds is het mogelijk dat antilichamen betrokken zijn 
bij de bovengenoemde "sensibilisering" (Fernald et al., 1975; 
35 
Brunner et al., 1977 i). Fernald (1979) meent dat de oorzaak van 
"sensibilisering" in het cellulair-immunologische systeem moet 
worden gezocht. Het feit dat patiënten met hypogammaglobulinemie 
bij een infectie met M. pneumoniae geen duidelijke pneumonie krij-
gen (zie boven), vormt echter een aanwijzing dat antilichamen bij 
deze "sensibilisering" een rol spelen. 
Als dit zo is, blijft de vraag hoe het mechanisme van deze 
"sensibilisering" dan zou zijn. Het is denkbaar dat circulerende 
immuuncomplexen hierbij een rol spelen. Biberfeld en Norberg 
(1974) onderzochten 39 patiënten met luchtweginfecties door M. 
pneumoniae, van wie er 34 pneumonie hadden. Met behulp van een 
plaatjesaggregatieproef vonden ze in 14 gevallen aanwijzingen 
voor het bestaan van circulerende immuuncomplexen. De complexen 
werden aangetoond op een tijdstip waarop de titers van complement-
bindende antilichamen en koude agglutininen nog laag waren. De 
14 patiënten hadden echter geen complicaties die typisch zijn 
voor immuuncomplex-ziekten. Ook was er geen aantoonbaar verschil 
in ernst van de ziekte tussen patiënten met en zonder immuuncom-
plexen. De auteurs sluiten de mogelijkheid van een locaal effect 
echter niet uit, temeer daar de immuuncomplexen werden aangetoond 
op een tijdstip waarop de klinische verschijnselen het meest uit-
gesproken waren. 
Phagocytose 
Bij de phagocytose van M. pneumoniae zijn zowel PMN als MN 
betrokken. Onder de laatste zijn veel macrophagen. Zoals hierboven 
reeds vermeld is, is het aantal PMN en MN in het bronchiaal se-
creet van geïnfecteerde proefdieren aanvankelijk verminderd, om 
tijdens het hoogtepunt van de peribronchiale Infiltraten sterk in 
aantal toe te nemen (Clyde, 1971). Macrophagen bezitten zonder 
aanwezigheid van antilichamen geen of slechts geringe phagocytai-
re activiteit ten opzichte van M. pneumoniae, zelfs al vindt wel 
hechting van Mycoplasma aan deze cellen plaats (Powell en Clyde, 
1975). Pas na toevoeging van antilichamen, eventueel in combina-
tie met complement, treedt phagocytose op. Eenmaal gephagocy-
teerd worden de Mycoplasmata gedood (Erb en Bredt, 1979). 
PMN zijn -behalve bij de phagocytose- ook betrokken bij de 
vorming van rosetten rond afgestoten epitheelcellen, die -zoals 
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hierboven reeds is vermeld- bij geïnfecteerde proefdieren en pa-
tiënten kunnen ontstaan. Deze kunnen ook in vitro worden gevormd 
wanneer epitheelcellen, M. pneumoniae, anti-mycoplasma antilicha-
men, complement en PMN worden samengebracht (Clyde, 1971; Collier 
en Clyde, 1974) . 
Op grond van deze gegevens lijkt het waarschijnlijk dat pha-
gocytose een belangrijk onderdeel van het genezingsproces is, 
maar pas effectief wordt in aanwezigheid van antilichamen. 
Lymphoayten 
Het is nog niet mogelijk om een samenhangend beeld te geven 
van de rol van cellulaire immuniteit bij infecties met M. pneumo-
niae, omdat hierover slechts betrekkelijk weinig bekend is 
(Fernald, 1979). De volgende waarnemingen lijken echter van be-
lang. 
Er zijn circulerende lymphocyten aantoonbaar, die reageren 
op antigeen. Deze zijn al vroeg tijdens de ziekte en nog langere 
tijd erna aantoonbaar (Fernald, 1972) en moeten waarschijnlijk 
tot de "T-memory cells" worden gerekend. Bij proefdieren (ham-
sters) met T-lymphocytendeficiëntie, die met M. pneumoniae of met 
M. pulmonis -een bij knaagdieren (ratten) voorkomende mycoplas-
ma- waren geïnfecteerd, bleken minder grote Infiltraten en lage-
re antilichaamtiters gevonden te worden (Taylor et al., 1974). 
Bij infecties met M. pulmonis -maar niet met M. pneumoniae-
werd onder deze omstandigheden verspreiding van de infectie naar 
andere organen gevonden (Denny et al., 1972). Dit laatste zou wij-
zen op een rol voor de T-lymphocyten om invasie van de weefsels 
te voorkomen. Hoewel ook voor M. pneumoniae naar de rol van een 
eventuele "cell-mediated immune" respons, speciaal als bescher-
ming tegen een dergelijke invasie, gezocht is, zijn hiervoor geen 
directe aanwijzingen gevonden (Fernald, 1979). 
Tenslotte zij nog vermeld dat M. pneumoniae een remmend ef-
fect heeft op "delayed hypersensitivity", zoals Biberfeld en 
Sterner (1976 i, ii) bij patiënten, aan de hand van een verlaagde 
frequentie van positieve huidreacties op tuberculine, aantoonden. 
Auto-anti lichamen 
Tijdens infecties met M. pneumoniae worden antilichamen te-
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gen antigene componenten van eigen weefsel oevormd. De meest op 
de voorgrond tredende antilichamen, de zogenaamde koude aggluti-
ninen, worden hieronder afzonderlijk behandeld. Andere auto-anti-
lichamen zijn die tegen lymphoayten. Deze lijken hoofdzakelijk 
tegen het I-antigeen gericht te zijn en dus identiek te zijn aan 
de koude agglutininen (Biberfeld et al., 1976). 
Zowel bij patiënten met als bij patiënten zonder neurolo-
gische complicaties werden antilichamen tegen hersenweefsel ge-
vonden. Vele van deze patiënten hadden ook antilichamen tegen 
long- en leverweefsel, zij het in lagere titers. De antilichamen 
konden worden geabsorbeerd door toevoeging van M. pneumoniae-
antigeen. Zij behoorden uitsluitend tot de IgM-klasse (Biberfeld, 
1971 ii). Ditzelfde gold voor antilichamen tegen glad spierweef-
sel, die bij patiënten met M. pneumoniae-infectie werden gevonden 
(Biberfeld en Sterner, 1976 i). 
Een goede verklaring voor het ontstaan van auto-antilichamen 
is nog niet gegeven. De volgende veronderstellingen zijn geopperd. 
Er zouden natuurlijke kruisantigenen met weefselantigenen kunnen 
voorkomen op M. pneumoniae (o.a. Costea et al., 1972). M. pneumo-
niae zou B-lymphocyten rechtstreeks polyclonaal kunnen activeren 
(Biberfeld en Gronowicz, 1976), zoals bekend is van sommige andere 
antigenen (bv. lipopolysacchariden en Epstein-Barr virus) 
(Vaughan, 1979). De waarneming dat M. pneumoniae in vitro antige-
nen uit zijn milieu kan opnemen (Sethi en Brandis, 1972) en de be-
vinding dat auto-antilichamen door extracten van M. pneumoniae 
kunnen worden geabsorbeerd (Biberfeld, 1971 i; Costea et al., 
1972) , pleiten voor het ontstaan van complexen van M. pneumoniae 
met gastheerantigönen, die immunogeen zijn. Hierbij zou mycoplas-
ma (of delen ervan) de antigenen zodanig kunnen presenteren aan 
B-cellen, dat deze rechtstreeks zonder tussenkomst van T-cellen 
worden gestimuleerd. Een aanwijzing voor dit laatste vormt het 
gegeven dat de auto-antilichamen uitsluitend tot de IgM-klasse 
behoren, hetgeen past bij zogenaamde "thymus-independent antigens" 
(Lachman, 1978). 
Koude agglutininen 
Koude agglutininen zijn antilichamen tegen antigenen op men-
selijke erythrocyten die bij lage temperatuur (4 C, soms ook nog 
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bij 22 С) de erythrocyten doen agglutineren. De koude agglutininen 
die bij M. pneumoniae-infecties worden aangetroffen, zijn tegen 
het I-antigeen gericht. Ze komen bij de meeste volwassenen in la­
ge titers voor. De antilichamen behoren tot de IgM-klasse. Bij 
patiënten met pneumonie door M. pneumoniae komen hoge titers voor. 
De antilichamen blijken in deze gevallen van polyclonale oorsprong 
te zijn (o.a. Goldstone, 1979). Het I-antigeen is aanwezig op rode 
bloedcellen van vrijwel alle volwassenen. Bij zuigelingen vindt 
men daarentegen voornamelijk het i-antigeen. Ook bij vele dier-
soorten komt het I-antigeen voor; antistoffen ertegen zou men dus 
kunnen beschouwen als heterophiele antistoffen. Het I-antigeen 
kan worden gezien als de kern van verschillende bloedgroep-antige-
nen. De antigenen van het ABO-systeem (H, A en B) en van het 
Lewis-systeem bestaan uit het I-antigeen met daaraan gekoppeld 
verschillende verbindingen, voornamelijk Oligosacchariden 
(Mollison, 1979) . Door afsplitsing van deze Oligosacchariden is 
het mogelijk het I-antigeen te isoleren (Feizi et al., 1971). 
Er zijn verschillende hypothesen geopperd ter verklaring van 
de hoge frequentie en hoge titer van koude agglutininen bij in-
fecties met M. pneumoniae. Sommige onderzoekers menen dat het I-
antigeen door M. pneumoniae wordt veranderd (Schmidt et al., 
1965; Smith et al., 1967; Barile, 1979). Zo vonden Smith et al. 
(1967) dat bij patiënten met een primaire atypische pneumonie met 
een verhoogde titer van koude agglutininen de I-reactiviteit van 
de erythrocyten verminderd is. De aanwezigheid van tegen het I-
antigeen gerichte antilichamen zou dit verschijnsel ook kunnen 
veroorzaken, maar een rechtstreeks effect van M. pneumoniae lijkt 
waarschijnlijker. Prae-incubatie van erythrocyten met M. pneumo-
niae in vitro blijkt namelijk de I-activiteit te verminderen 
(Schmidt et al., 1965). Deze bevindingen zouden kunnen wijzen op 
een afsplitsing of in ieder geval verandering van het I-antigeen 
door M. pneumoniae. Het veranderde I-antigeen zou zich dan als 
een lichaamsvreemd antigeen gedragen en de produktie van anti-I-
agglutininen stimuleren (Barile, 1979) . 
Een andere veronderstelling is dat M. pneumoniae of delen 
van M. pneumoniae zich met het I-antigeen "associëren" ten gevol-
ge waarvan het I-antigeen door het lichaam als antigeen herkend 
wordt en waardoor hiertegen vervolgens antilichamen worden gevormd. 
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Voor deze veronderstelling pleit dat menselijke erythrocyten die 
voorbehandeld zijn met M. pneumoniae, wel koude agglutininen bij 
proefdieren (konijnen) kunnen opwekken, terwijl dit niet gebeurt 
als beide componenten apart worden toegediend (Feizi et al., 
1969) . 
Volgens Costea et al. (1971, 1972) is het ook mogelijk dat 
de vorming van koude agglutininen op kruisreacties tussen M. pneu-
moniae en I-antigeen berust. Zo konden Costea et al. (1971) kou-
de agglutininen opwekken door hoge doses dode of levende M. pneu-
moniae bij konijnen in te spuiten. Verden konden koude agglutini-
nen worden geabsorbeerd met behulp van een polysaccharide extract 
van M. pneumoniae (Costea et al., 1972). In vroegere studies 
(Biberfeld, 1968; Feizi et al., 1969) was het niet gelukt met be-
hulp van M. pneumoniae koude agglutininen te absorberen, maar men 
had toen gebruik gemaakt van glycolipide extracten. 
Tenslotte zouden de koude agglutininen gevormd kunnen worden 
door rechtstreekse polyclonale activering van de B-cellen door M. 
pneumoniae (Biberfeld en Gronowicz, 1976; zie boven). Hiertegen 
pleit dat tijdens infecties met M. pneumoniae de. vorming van kou-
de agglutininen sterker op de voorgrond staat dan die van andere 
auto-antilichamen. 
De eerste twee hypothesen gaan voorbij aan het feit dat er 
geen duidelijke aanwijzingen zijn, dat erythrocyten tijdens het 
begin van de infectie in noemenswaardige aantallen in contact ko-
men met M. pneumoniae, terwijl koude agglutininen vrij snel wor-
den gevormd. Het is echter ook denkbaar dat het contact met het 
I-antigeen niet via de erythrocyten tot stand komt, maar op ande-
re wijze. Er zijn aanwijzingen dat het I-antigeen -als onderdeel 
van de bloedgroep-antigenen- vrijwel overal in het lichaam voor-
komt bv. in plasma in de vorm van Lewis-antigeen, ook al konden 
Feizi en Monger (1967) het niet in longen aantonen. 
PATHOGENESE 
Ondanks de vele onderzoekingen is de Pathogenese van infec-
ties en pneumonieën door M. pneumoniae nog niet duidelijk. De 
schaarse pathologisch-anatomische gegevens en de resultaten van 
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in intro-onderzoek en dierproeven geven wel een aantal uitgangs-
punten. 
M. pneumoniae is dank zij zijn bewegelijkheid in staat door 
te dringen door de slijmlaag van de luchtwegen en zich met de 
"tip" te hechten aan het oppervlakkige membraan van trilhaarcel-
len. Het ligt daarbij tussen de ciliën, maar blijft extracellu-
lair. Vervolgens treden veranderingen in de trilhaarbewegingen op, 
die worden gevolgd door histopathologische veranderingen en ten-
slotte leiden tot exfoliatie van de cel (Collier en Clyde, 1971) . 
Hoe deze cytotoxische effecten ontstaan, is nog onzeker; mogelijk 
speelt peroxide, dat door M. pneumoniae wordt gevormd, hierbij een 
rol (Cohen en Somerson, 1967; Archer, 1979). 
Hoewel deze gegevens, die berusten op onderzoek van geïnfec-
teerde orgaancultures, o.a. van menselijke foetale trachea, be-
langrijk zijn, is in de in u-itro-experimenten de mogelijke rol 
van immunologische reacties buiten beschouwing gebleven. De al 
eerder beschreven experimenten met hamsters (Clyde, 1971) en de 
bevindingen bij patiënten wijzen er echter op, dat immunologische 
verschijnselen, in het bijzonder voorafgaande "sensibilisering", 
een belangrijke component zijn bij het ontstaan van ziekte door 
M. pneumoniae. Het lijkt onwaarschijnlijk dat "delayed hypersen-
sitivity" hierbij een belangrijke rol speelt. Evenmin zijn er 
duidelijke aanwijzingen voor een ander type allergie (Clyde, 
1979; Fernald, 1979). 
Voor het ontstaan van ziekteverschijnselen buiten de lucht-
wegen zijn misschien auto-antilichamen en immuuncomplexen van be-
tekenis. Op de ontwikkeling van immuuncomplexen bij M. pneumoniae-
infecties is hierboven reeds gewezen. Het lijkt onwaarschijnlijk 
dat afwijkingen elders in het lichaam rechtstreeks door M. pneu-
moniae worden veroorzaakt, omdat het infectieproces zich slechts 
bij uitzondering buiten de longen uitbreidt en dan nog alleen 
bij zeer ernstige infecties (zie: Letale Infecties) en bij immu-
nodeficiëntie (Taylor-Robinson et al., 1980). 
Een goed model voor de Pathogenese van M. pneumoniae-infec-
ties, dat rekening houdt met alle bekende experimentele, klini-
sche, immunologische, pathologisch-anatomische en epidemiologi-
sche bevindingen, is nog niet gegeven (Clyde, 1979; Archer, 1979; 
Coach, 1980) . 
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ELISA 
Enzyme immuno-assays (EIA) werden voor het eerst in 1971 door 
Engvall en Perlmann en van Weemen en Schuurs, onafhankelijk van 
elkaar, beschreven. 
Het principe is vergelijkbaar met dat van immunofluorescentie 
(IF) en radio-immuno-assays (RIA). Het te onderzoeken antigeen 
wordt aangetoond door middel van specifieke antilichamen, waaraan 
een "label" gekoppeld is (de zogenaamde conjugaten). Dit "label" 
is bij IF een fluorescerende stof, bij RIA een radio-actieve stof 
en bij EIA een enzym, bv. peroxidase. Dit enzym is niet recht-
streeks aan te tonen, maar is in staat een geschikt substraat in 
een kleurstof om te zetten. De hoeveelheid kleurstof die ontstaat, 
is een maat voor de hoeveelheid antigeen. De hoeveelheid kan kwa-
litatief, met het blote oog, of kwantitatief, door meting van de 
extinctie in een spectrophotometer, worden bepaald. 
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) is een variant op 
de EIA, waarbij de reactie tussen antigeen en antilichaam zich af-
speelt op de wand van buisjes of kommetjes van microtiterplaatjes. 
Hiertoe laat men antistoffen tegen het antigeen aan de wand adsor-
beren, waardoor vervolgens het aan te tonen antigeen gebonden 
wordt. Het op deze wijze aan de wand gebonden antigeen kan dan 
-zoals hierboven beschreven- met behulp van met enzym geconju-
geerde antilichamen aangetoond worden. Er bestaan een aantal va-
rianten op dit principe. Een uitgebreid overzicht is o.a. door 
Voller et al. (1978) gegeven, een korte samenvatting in de 
Nederlandse literatuur door van Loon en van der Veen (1979) . 
In veel gevallen wil men in plaats van antigeen antilichamen 
aantonen, zoals in de door ons gebruikte ELISA voor het aantonen 
van antilichamen tegen M. pneumoniae. Eén van de mogelijkheden om 
dit te doen is die, waarbij eerst antigeen aan de wand geadsor-
beerd wordt. Voegt men vervolgens hieraan het te onderzoeken se-
rum toe, dan zullen eventueel aanwezige specifieke antilichamen 
door het antigeen worden gebonden. Met (voor anti-IgG of anti-IgM 
antilichamen specifieke) conjugaten kan men de gebonden antili-
chamen aantonen (indirecte "sandwich"-ELISA voor antistoffen, 
Voller, 1978). 
De procedure is nu als volgt. Eerst wordt het antigeen (M. 
42 
pneumoniae) geadsorbeerd aan de wand van kommetjes van microtiter-
plaatjes. Na verwijderen van het overtollige antigeen wordt het 
te onderzoeken serum (in verdunningen) in de kommetjes gebracht. 
De specifieke antistoffen tegen M. pneumoniae worden nu aan het 
antigeen gebonden. Nadat de niet-gehechte bestanddelen van het 
serum door wassen met spoelvloeistof zijn verwijderd, wordt ver-
volgens een bij dieren bereid en met Peroxydase gelabeld anti-
serum tegen humane Immunoglobulinen (anti-immunoglobulinen) toe-
gevoegd. De anti-immunoglobulinen worden aan de achtergebleven, 
aan het M. pneumoniae-antigeen gehechte antilichamen gebonden. Na 
verwijdering van de overtollige anti-immunoglobulinen wordt het 
substraat, in ons geval ortho-phenylenediamine (OPD), toegevoegd. 
Door het Peroxydase wordt dit omgezet tot een geel-oranje kleur-
stof. De extinctie hiervan wordt gemeten met een spectrophotome-
ter. De extinctie is evenredig met de hoeveelheid kleurstof en 
deze is weer een maat voor de hoeveelheid gebonden enzym, en 
-uiteindelijk- voor de hoeveelheid antilichamen tegen M. pneumo-
niae in het onderzochte serum. Het verband tussen extinctie en 
antilichamen is echter niet rechtlijnig, of anderszins eenvoudig 
te omschrijven. Dit brengt met zich mee dat er verschillende ma-
nieren bestaan om de in ELISA gevonden extincties in, voor de 
praktijk bruikbare, gegevens om te zetten. Een recent overzicht 
van deze problematiek werd gegeven door de Savigny en Voller 
(1980). Het is mogelijk een ELISA voor IgG- en IgM-antilichamen 
te ontwikkelen door gebruik te maken van anti-immunoglobulinen 
(conjugaten) die zodanig zijn bereid en gezuiverd, dat ze speci-
fiek zijn voor één klasse antilichamen. 
Bij de start van dit onderzoek was er nog geen ELISA voor M. pneu-
moniae beschreven, behoudens een ongedocumenteerde verwijzing in 
een overzichtsartikel (Voller et al., 1978) betreffende de moge-
lijkheid van deze reactie. Wel was voor enkele mycoplasma-soorten 
van dieren een ELISA ontwikkeld, namelijk voor M. suipneumoniae 
(Bruggmann et al., 1976, 1977) en voor M. pulmonis (Horowitz en 
Cassell, 1978). 
In 1980 verschenen twee artikelen waarin een ELISA voor M. pneu-
moniae werd beschreven. Busoio et al. (1980) maakten gebruik van 
met formaline gefixeerd, ingevroren M. pneumoniae-antigeen en van 
antigeen dat verkregen werd door M. pneumoniae in microtiter-
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plaatjes te kweken. Hoewel zij aannemelijk maken dat ELISA bruik-
baar is voor het aantonen van specifieke IgG-, IgM- en IgA-
antilichamen tegen M. pneumoniae, is hun artikel wat betreft stan-
daardisatie van de reactie en vergelijking met bestaande methoden 
onvoldoende gedocumenteerd om praktisch bruikbaar te zijn. 
Räisänen et al. (1980) gingen uit van een met Tween-ether behan-
deld, gezuiverd M. pneumoniae-antigeen. Dit antigeen is vrij van 
glycolipiden en blijkt weinig of geen kruisreacties te tonen met 
sera van patiënten met acute pancreatitis. Theoretisch zou men 
kunnen verwachten dat door het verwijderen van het belangrijkste 
antigeen, de glycolipiden, de specificiteit verhoogd zou kunnen 
zijn ten koste van de gevoeligheid. Dit laatste blijkt echter 
niet uit hun resultaten, hoewel de interpretatie hiervan bemoei-
lijkt wordt doordat de uitkomsten op een afwijkende manier zijn 
weergegeven. Vergelijking met andere reacties op M. pneumoniae en 
resultaten van vervolgonderzoek bij patiënten werden niet beschre-
ven. 
DOEL VAN HET ONDERZOEK 
Doel van het onderzoek was om na te gaan of de diagnostiek 
van infecties met M. pneumoniae verbeterd en bespoedigd kon wor-
den met behulp van een ELISA-techniek. Met het oog hierop werd 
een ELISA ontwikkeld voor het bepalen van specifieke IgG- en IgM-
antilichamen tegen M. pneumoniae (Hoofdstuk 3). Hierbij werd veel 
aandacht besteed aan de relatie tussen extinctie en hoeveelheid 
antilichamen in de ELISA om zo te kunnen komen tot een goede en 
inzichtelijke, kwantitatieve weergave van de resultaten (Hoofd-
stuk 4 en 5). De mogelijke betekenis van de ELISA voor de diagnos-
tiek werd onderzocht door onderzoek van sera van gezonden en pa-
tiënten en vergelijking van de nieuwe methode met een aantal be-
staande onderzoekmethoden, namelijk proeven om M. pneumoniae te 
kweken en verder de complementbindingsreactie, metabolic inhibi-
tion test en indirecte haemagglutinatiereactie (Hoofdstuk 6, 7 en 
8). 
Een tweede doel van het onderzoek was inzicht te verkrijgen 
in de frequentie van voorkomen van infecties met M. pneumoniae 
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onder de bevolking door middel van sero-epidemiologisch onderzoek 
met behulp van de ELISA-IgG (Hoofdstuk 9 en 10). De hiervoor ge-
bruikte sera waren afkomstig van sera van patiënten, die waren in-
gestuurd voor onderzoek op toxoplasmose. Een deel van deze sera 
werd ook met behulp van de ELISA-IgM onderzocht. Het doel hiervan 
was voornamelijk om met de resultaten, evenals met die van het be-
volkingsonderzoek met behulp van ELISA-IgG, normale waarden voor 
deze reacties vast te stellen (Hoofdstuk 9 en 10). 
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Hoofdstuk 2 
MATERIAAL EN METHODEN 
2.1. KWEEKMEDIA 
Voor het kweken van M. pneumoniae om antigeen te bereiden 
ten behoeve van de ELISA, CBR en MIH, voor de MIH, voor de ELISA 
(als toevoeging aan de verdunningsvloeistoffen) en voor kweekproe-
ven met en transport van patiëntenmateriaal (keelsecreet) werden 
verschillende varianten van het kweekmedium volgens Chanock et 
al. (1962) gebruikt. 
2.1.1. Vloeibare media 
2.1.1.0. Basis 
"PPLO-bouillon": 
PPLO-bouillon zonder kristalviolet (Difco 0554-02) 2,1 g 
thalliumacetaat 2\4 in agua bidest. 2 ml 
agua bidest. ad 100 ml 
Met deze basis werden de volgende drie vloeibare media bereid: 
2.1.1.1. Medium I 
PPLO-bouillon 
paardeserum (niet geïnactiveerd) 
vers gistextract (25%) in agua bidest., pH 8,0 
(bewaren bij -20oC) 
glucose 10% in aqua bidest. 
phenolrood 0,2% in NaOH 0,02N 
penicilline G 50.000 E/ml in agua bidest. 
Zonodig pH stellen op 7,8. 
2.1.1.2. Medium II 
PPLO-bouillon 80 ml 
IgG-vrij paardeserum (Gibco 210-627) 5 ml 
PPLO-serumfractie (Difco 0441-62) 2 ml 














glucose 10% in aqua bidest. 10 ml 
phenolrood 0,2% in NaOH 0r02N 2 ml 
penicilline G 50.000 E/ml in aqua bidest. 2 ml 
Zonodig pH stellen op 7,8. 
2.1 . 1 . 3 . Medium III 




PPLO-agar (Difco 0412-01) 3,4 g 
thalliumacetaat 2%% in aqua bidest. 2 ml 
aqua bidest. ad 100 ml 
Voor kweekproeven met patiëntenmateriaal werd hiermee bereid: 
2.1.2.1. Medium IV (agar) 
PPLO-agar, afgekoeld tot 440C 70 g 
paardeserum (niet geïnactiveerd) 20 ml 
vers gistextract (25%) in aqua bidest., pH 8,0 10 ml 
glucose 10% in aqua bidest. 10 ml 
Zonodig pH stellen op 7,8. 
Bereiding van de agar vond plaats bij 44 C; het medium werd uit-
gegoten in Petrischalen met een doorsnede van 6 cm, 5 ml/plaatje. 
2.1.2.2. Medium V (diphasisah medium) 
In buizen werd 1 ml "PPLO-agar" (zonder paardeserum etc.) uitge-
goten. Kort voor gebruik werd hieraan 2 ml medium I toegevoegd. 
2.2. ELISA IgG EN IgM (INDIRECT) 
2.2.1.1. Antigeen 
De FH-stam (Liu, 1957) van M. pneumoniae werd geënt in 
Kimble-flessen met 20 ml kweekmedium II. Hierin vindt op de glas-
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wand groei plaats (Somerson et al., 1967). Zodra kleuromslag van 
het phenolrood optrad, werden de op de wand gegroeide kolonies 
geoogst door -na 3 maal wassen met PBS pH 7,2 met glucose- de 
achtergebleven kolonies af te schrapen en te verdunnen in 2 ml 
PBS pH 7,2. De eiwitconcentratie van de suspensie, bepaald vol-
gens de methode van Lowry, bedroeg 100-180 pg/ml. 
Vervolgens werd de suspensie van M. pneumoniae met ultrason 
behandeld (Branson Bonifier, driemaal 10 seconden, stand 20) en 
tenslotte gelyseerd volgens een modificatie van de methode die 
door Horowitz en Cassell (1978) is beschreven. Bij één deel anti-
geen werd ëën deel carbonaat-bicarbonaat buffer (0,1 M, pH 10,0) 
gevoegd. Na 10 min. incubatie bij 37 С werden twee delen boor-
zuuroplossing (2,2%) toegevoegd; zonodig werd de pH op 7,2 ge­
steld. Het antigeen werd dus 1:4 verdund. 
Voor gebruik in de ELISA werd het antigeen verder verdund 
tot 5-7,5 yg eiwit/ml, op geleide van een antigeentitratie 
(Hoofdstuk 3). 
2.2.1.2. Controle-antigeen 
Als controle-antigeen werd een stam van M. pulmonis gebruikt 
die in 1972 in het instituut voor medische microbiologie te 
Nijmegen uit de trachea van een rat was geïsoleerd (stam M. 72-
138). De stam werd op dezelfde wijze en in hetzelfde medium ge-
kweekt als de FH-stam. Pas na een aantal nassages bleek M. pulmo-
nis zich voldoende aan de wand te hechten. Het bleek dat de op-
brengst iets lager was dan die van M. pneumoniae (±75-150 yg/ml). 
De suspensie van M. pulmonis werd vervolgens op dezelfde manier 
behandeld als die van M. pneumoniae en ook gebruikt in een verdun-
ning van 5-7,5 pg eiwit/ml. 
2.2.1.3. Orion-antigeen 
Een klein deel van de sera voor het sero-epidemiologisch on-
derzoek werd bovendien onderzocht met een commercieel antigeen 
van M. pneumoniae (antigeen voor enzyme immuno-assay, ORION 
D-869) . Dit antigeen werd 1:24 verdund. De ELISA-procedure voor 
het Orion-antigeen was gelijk aan die voor het eigen antigeen. 
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2.2.2. Conjugaten 
Voor ELISA-IgG werd anti-human IgG specific γ-chains 
Peroxidase conjugated (Dako P1090) gebruikt in verdunningen van 
1:500 tot 1:1000. Voor ELISA-IgM werd anticorps anti-IgM (anti-y) 
d'homme, marqué à la Peroxydase (l'Institut Pasteur 75061) ge-
bruikt in verdunningen van 1:750 tot 1:1500. Telkens als een nieu-
we batch conjugaat in gebruik werd genomen, werd de optimale ver-
dunning bepaald door middel van een bloktitratie van antigeen en 
conjugaat. 
2.2.3. Substraat 
Als substraat werd gebruikt: 
OPD 1 0/oo (G/V) 
н 2о 2 1
 0/oo (V/V) 
in PBS pH 6,15. 
2.2.4. VerdunningsmiddeZen 
Met uitzondering van dat voor het substraat, waren alle ver-
dunningsmiddelen gebaseerd op PBS pH 7,2. 
Dit werd als zodanig gebruikt als oplosmiddel voor het antigeen. 
Voor de overige procedures werd hieraan 0,05% Tween 20 toegevoegd 
(PBS/Tween). Voor de verdunning van de sera werd hieraan in de 
eerste proeven aanvankelijk foetaal kalverserum (FCS) 2% toege­
voegd. Later werd kweekmedium III 40% toegevoegd. Voor de verdun­
ning van de conjugaten werd aanvankelijk ook FCS (2%) toegevoegd, 
later kweekmedium III 10%. 
2.2.5.1. Instrumenten 
Bij het maken van verdunningen en het "inpipetteren" in de 
microtiterplaatjes werd gebruik gemaakt van Gilson Pipetman 20, 
200 en 1000 yl micropipetten en van Finnpipette 50-200 μΐ 8-
kanaals- en 20-50 μΐ 12-kanaalspipetten (Titertek). 
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2.2.5.2. Aflezen 
De extincties werden gemeten bij 4 92 nm (bij zeer hoge ex­
tincties ook bij 450 nm) met behulp van een Multiskan (Titertek). 
Deze meet een extinctie door de bodem van de microtiterplaat en 
vergelijkt de gevonden waarde met een tevoren gemeten uitgangs­
waarde . 
Als uitgangswaarde kan bv. een kolom kommetjes worden ge­
bruikt, nadat hierin de gehele proef zonder serum uitgevoerd is. 
In onze opstelling werd echter in de regel de onbelemmerde stra-
lengang als uitgangswaarde voor de meting in de Multiskan ge­
bruikt. Vervolgens werden de gevonden waarden gecorrigeerd door 
de resultaten van controlekommetjes zonder serum te middelen (na 
aftrek van de twee hoogste waarden) en dit gemiddelde van alle 
gemeten extincties af te trekken. 
2.2.5.3. Wassen 
Tussen alle stappen van de ELISA-procedure behalve tussen de 
stap waarbij substraat werd toegevoegd, en die waarbij zwavelzuur 
werd toegevoegd (om de reactie te stoppen), werd vier keer gewas­
sen met ±250 μΐ PBS/Tween in de Dynateck dynawasher AM71. 
2.2.6. Procedure 
Deze was, op het gebruik van de conjugaten na, gelijk voor 
de ELISA-IgM en -IgG. Een hoeveelheid van 200 μΐ verdund antigeen, 
respectievelijk controle-antigeen, werd gebracht in de kommetjes 
van een vlakbodem microtiterplaatje (Greiner, art. no. 655161) . 
De plaatjes werden gedurende 2 uur bij 37 С geïncubeerd. 
Na wassen werd 100 yl verdund serum (afhankelijk van de proef in 
2- of 4-voudige verdunningsreeksen vanaf een verdunning van 1:25 
of hoger; soms -in duplo- in één verdunning), in de kommetjes 
gebracht. In één of meer kolommen werd (als controle) géén serum, 
maar wel de verdunningsvloeistof gebracht. Daarna werd gedurende 
2 uur bij 37 С geïncubeerd, in een aantal proeven gedurende een 
nacht bij 40C. Na wassen werd 100 μΐ verdund conjugaat anti-IgG 
of anti-IgM ingebracht. Vervolgens werd gedurende 1 uur bij 37 С 
geïncubeerd. Na een laatste keer wassen werd 100 μΐ substraat in 
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ieder kommetje gebracht. De plaatjes werden daarna bij 22 С ge­
plaatst, gedurende 10 à 20 min., afhankelijk van de kleurontwik-
keling. De enzym-reactie werd gestopt met 200 μΐ 3N H-SO.. 
2.2.7. Definiëring van de titers; ELISA-eenheden 
Onder de titer van antilichamen in een serologische reactie 
wordt in het algemeen verstaan, het omgekeerde van die verdunning, 
waarin de betreffende reactie nog juist als positief wordt be-
schouwd. 
In de ELISA is het punt, waarop de reactie nog juist positief 
is, niet scherp aan te geven, zeker niet bij gebruik van de spec-
trophotometer . 
In ons onderzoek werd een titer berekend door te bepalen in 
welke verdunning een serum een nader aan te duiden extinctie (de 
grenswaarde) bereikte. Wij kozen als grenswaarde de extinctie van 
de negatieve controlesera (2.7.1.2. en 2.7.1.3.) bij een verdun-
ning van 1:50. De verantwoording van deze keuze wordt gegeven in 
Hoofdstuk 5.1. en in Bijlage II. 
De grenswaarde-extinctie werd niet rechtstreeks gemeten, 
maar volgens de in 2.2.8. beschreven methode uit de extincties 
bij alle in de betreffende proef onderzochte verdunningen van de 
negatieve controlesera berekend. Op overeenkomstige manier werd 
van de te onderzoeken sera de verdunning berekend met een extinc-
tie gelijk aan de grenswaarde. 
De titer van een serum in ELISA voor M. pneumoniae wordt nu 
als volgt gedefinieerd: de titer is het omgekeerde van de verdun-
ning van het serum, waarbij -volgens berekening- de extinctie 
gelijk is aan de grenswaarde. De grenswaarde is de extinctie, die 
-volgens berekening- door het negatieve controleserum bereikt 
wordt bij een verdunning van 1:50. 
Volgens bovenstaande definitie is de titer van de negatieve 
controlesera 50. Als de titer van een willekeurig positief serum 
of van een positief referentieserum door vooraf uitgevoerde ti-
traties berekend is (bv. 600), dan kan men de grenswaarde ook met 
behulp van dit serum berekenen. De grenswaarde is dan de extinc-
tie van het betreffende serum bij een verdunning die overeenkomt 
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met de titer ervan (in ons voorbeeld bij 1:600). Van deze moge-
lijkheid werd gebruik gemaakt in enkele proeven in Hoofdstuk 5, 
waarin de negatieve controlesera niet of niet in geschikte ver-
dunningen waren onderzocht. 
De keuze van de grenswaarde en dus van de hiermee berekende 
titers is enigszins arbitrair. Het leek wenselijk om de resulta-
ten van ELISA weer te geven in een maat die minder afhankelijk 
was van de hoogte van de grenswaarde en meer direct inzicht gaf 
in de aard van het serum (negatief; zwak positief; positief). 
Om deze reden werd aan de negatieve controlesera een waarde van 
1 ELISA-eenheid (E.U.) toegekend. De resultaten van de te onder-
zoeken sera werden eveneens uitgedrukt in E.U. Het aantal E.U. 
werd berekend door de titers van de betreffende sera te delen door 
de titer van de negatieve sera (dus door 50) . 
2.2.8. Rekenprogramma voor titerberekeningen 
Om, gegeven de extincties bij een aantal verdunningen, een 
titer of het aantal ELISA-eenheden van een serum te berekenen, 
werd gebruik gemaakt van een minicomputer (zie hieronder). Hier-
bij werden in principe 2 soorten programma's gehanteerd. Het eer-
ste hiervan diende om de gegevens van een assay vast te leggen. 
De input voor dit programma bestaat uit gegevens van de soort 
test, datum en nummer van uitvoering, beginverdunning en verdun-
ningsfactor in de verdunningsreeksen, gegevens van de referentie-
sera en soort en nummer van de sera. Vervolgens werden de extinc-
ties ingelezen. Aanvankelijk gebeurde dit met de hand, later via 
een ponsband. Van deze extincties wordt de gemiddelde extinctie 
van de antigeencontroles afgetrokken. Vervolgens worden deze ge-
gevens vastgelegd op disc. 
De tweede soort programma's diende om aan de hand van deze 
gegevens berekeningen uit te voeren. In deze programma's wordt van 
alle sera, die in een assay zijn onderzocht, een dosis-respons 
curve berekend op basis van de gebruikte verdunningen en de daar-
bij behorende extincties (de meetpunten). In principe worden alle 
meetpunten van elk serum gebruikt voor de berekening. In de vol-
gende gevallen worden echter meetpunten uitgesloten: 
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a. als de extinctie lager dan 0,025 of hoger dan 3,5 is; in dit 
geval wordt het bijbehorende meetpunt uitgesloten, omdat deze 
waarden onnauwkeurig zijn; 
b. als een extinctie lager is dan die welke bij de naastvolgende, 
hogere verdunning wordt gevonden. Hierbij kunnen zich twee situa-
ties voordoen: het betreffende meetpunt ligt aan het begin van de 
verdunningsreeks; in dit geval wordt dit meetpunt uitgesloten om-
dat het mathematische model 3 hieraan niet aangepast kan worden 
(voorbeeld: van de reeks extincties 1,9; 2,0; 1,6; 0,9 wordt de 
eerste uitgesloten. Een mogelijke oorzaak van een dergelijke cur-
ve is competitie door antilichamen van een andere klasse; zie 
Bijlage I.D.4.). Als daarentegen het meetpunt niet aan het begin 
van de reeks ligt, wordt verondersteld dat bij het meetpunt met 
de hogere extinctie een fout is opgetreden; in dit geval wordt 
dit meetpunt evenals alle volgende meetpunten van de verdunnings-
reeks uitgesloten (voorbeeld: van de reeks extincties 2,0; 1,2; 
1,6; 1,1 worden de laatste twee uitgesloten). 
De dosis-respons curven worden berekend volgens een van de 
volgende modellen: 
L = E + b log (d + c) (model 3a) 
of één van de vereenvoudigde modellen: 
L = E + b log d 
L = E + log (d + c) 
waarin d = verdunningsfactor 
L = logarithme van de extinctie 
E, b en с zijn parameters 
De onderzoeker kan aangeven volgens welk model de berekeningen 
plaatsvinden (in ons onderzoek werd altijd gekozen voor model 3a). 
Dit hangt echter tevens af van het aantal bruikbare meetpunten en 
van de waarde van de gevonden parameters. Zo wordt, als in model 
3a de uitkomst voor b groter is dan 1,2 of bij positieve sera 
kleiner dan 0,5, de berekening opnieuw uitgevoerd volgens model 
3c. Als in een berekening с kleiner is dan 0 wordt opnieuw bere­




waarschijnlijk; zie Bijlage I.E.). 
Indien slechts één meetpunt bruikbaar is, wordt model 3b ge-
bruikt, met een door de onderzoeker te geven waarde voor b. Invul-
len in 3b van de waarden van L en d van het betreffende meetpunt 
levert dan E. Bij twee meetpunten wordt, afhankelijk van de keus 
van de onderzoeker, model 3b of 3c gebruikt. Invulling van de 
waarden van a en d van de 2 meetpunten levert 2 vergelijkingen met 
2 onbekenden, waarbij E en b, respectievelijk с rechtstreeks bere­
kend worden. Dienovereenkomstig zouden bij model 3a, als 3 meet­
punten bruikbaar zijn, de parameters rechtstreeks berekend kunnen 
worden; de 3 vergelijkingen met 3 onbekenden zijn echter dermate 
ingewikkeld dat in dit geval een benaderende berekening volgens 
de hieronder beschreven procedure wordt uitgevoerd. 
Bij 3 of meer bruikbare meetpunten wordt de curve bij gebruik 
van model 3b berekend met behulp van lineaire regressie, volgens 
de methode van de kleinste kwadraten. Bij gebruik van model 3a en 
3c wordt een iteratieve procedure toegepast. Verschillende waar­
den van с worden ingevuld en met behulp van lineaire regressie op 
L en log (d + c) worden de bijbehorende parameters E en b, en de 
standaardafwijking berekend. Op geleide van de standaarafwijking 
wordt de best passende curve met de bijbehorende parameters ge­
zocht1 . Op grond van de zo berekende dosis-respons curve voor het 
referentieserum (negatief of positief controleserum) en van de, 
in een van de reeds beschreven programma's, opgegeven titer van 
het referentieserum, wordt de grenswaarde voor de berekening van 
de titer vastgesteld. Dan wordt het snijpunt van de curven van de 
overige sera met de grenswaarde berekend; dit komt overeen met de 
titer (zie 2.2.7.). Vervolgens wordt van elk serum het aantal E.U. 
berekend. Tenslotte worden per serum het nummer van de assay, 
soort en nummer van het serum, een code voor het gehanteerde re­
kenmodel, het aantal ELISA-units, de titer, de standaardafwijking 
volgens bovenstaande berekening, het aantal punten voor de bere­
kening en de parameters van het rekenmodel weergegeven. 
lHet hier beschreven programma voor de berekening van de parameters van de 
dosis-respons curve, uitgaande van 3 of meer meetpunten (een subroutine in 
Fortran) is op aanvraag bij de auteur te verkrijgen. 
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De programma's kunnen worden aangepast voor verschillende 
indelingen van de assays. Er zijn programma's om op de resultaten 
een aantal statistische bewerkingen uit te voeren. 
De bovengenoemde programma's werden geschreven in FORTRAN en wer-
den grotendeels door de auteur vervaardigd. De berekeningen werden 
uitgevoerd op de Digital Equipment PDP 11-45 van de afdeling 
Signaal en Data-Analyse (SDA) (Hoofd: Ir. J.C.M. Grupping) van de 
afdeling Medische Informatie Verwerking van het St. Radboud-
ziekenhuis. 
2.3. ANDERE SEROLOGISCHE ONDERZOEKMETHODEN 
2.3.1. Complementbindingsreactie (CBR) 
De in 2.5.2. genoemde serumparen werden in het virologisch 
laboratorium van het St. Elisabeth Ziekenhuis in Tilburg op com-
plementbindende antistoffen onderzocht. Als antigeen werd commer-
cieel mycoplasma-antigeen (Microbiological Associates 30963) ge-
bruikt. De CBR met de overige sera werd verricht in de afdeling 
Medische Microbiologie van het St. Radboud Ziekenhuis met behulp 
van een antigeen dat op dezelfde wijze was bereid als het anti-
geen voor ELISA. M. pneumoniae werd echter geoogst in het kweek-
medium en niet verder bewerkt. In beide laboratoria werd de CBR 
volgens de LBCF-methode (1965) uitgevoerd met 5 eenheden comple-
ment. Als eenheid van complement wordt aangenomen de hoeveelheid 
complement die 50% hémolyse veroorzaakt (CHj-«) · 
2.3.2. Indireate haemagglutinatie (IHA) 
Deze reactie berust op het principe dat antilichamen tegen 
M. pneumoniae erythrocyten, die met M. pneumoniae zijn gesensibi-
liseerd, kunnen doen agglutineren (Dowdle en Robinson, 1964) . In 
ons onderzoek werd voor deze reactie gebruik gemaakt van de com-
mercieel verkrijgbare SERO-Diamyco (Fujizoki FD401). De test werd 
uitgevoerd volgens het voorschrift van de fabrikant, met dien ver-
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Stande dat de in de CBR negatieve sera werden gescreend in één 
verdunning (1:10). Voorts werd de reactie uitgevoerd met micropi-
petten in plaats van met de door de fabrikant voorgeschreven 
"loops". De sera werden niet geïnactiveerd. 
Het omgekeerde van de hoogste (begin)verdunning van een se-
rum/ waarin nog duidelijk agglutinatie optrad in de vorm van een 
egaal netwerk van erythrocyten met soms wat verdikte randen, werd 
beschouwd als de titer van dat serum (Taylor, 1979) . 
2.3.3. Metabolia -inhibition test (MIH) 
De MIH berust op het principe dat M. pneumoniae glucose kan 
omzetten, waarbij zure produkten ontstaan. De pH-daling die hier-
bij optreedt, kan aangetoond worden met een indicator, in dit ge-
val phenolrood, die hierbij geel wordt. De minimum hoeveelheid 
M. pneumoniae die nog juist een dergelijke kleuromslag teweeg 
brengt, noemt men een colour changing unit (CCU). 
Groeiremmende of mycoplasmacide antilichamen in een serum 
kunnen deze kleuromslag verhinderen (Taylor-Robinson et al., 
1966) . 
De MIH werd uitgevoerd volgens het voorschrift van de 
"Working group of the FAO/WHO programme on Comparative Mycoplas-
matology" (WHO, 1975). De FH-stam van M. pneumoniae (Liu, 1957) 
werd gekweekt zoals beschreven in 2.2.1.1. M. pneumoniae werd in 
het medium geoogst en de suspensie werd vervolgens bij -70 С be­
waard. 
In de proef zelf werd kweekmedium I gebruikt. De sera werden 
gedurende 30 min. bij 56 С geïnactiveerd. In steriele microtiter-
plaatjes met ronde bodem (Greiner art. no. 650160) werden verdun-
ningsreeksen in het kweekmedium gemaakt, 50 yl verdund serum per 
kommetje. Hieraan werd 100 μΐ kweekmedium en 50 yl van de hierbo­
ven beschreven suspensie van M. pneumoniae in een verdunning van 
1:50 toegevoegd. Deze hoeveelheid kwam overeen met ongeveer 200 
4 
CCU; bij kweken op agar groeiden hieruit ongeveer 10 kolonies. 
De proef werd afgelezen op het moment dat een controle zon­
der serum juist een kleuromslag te zien gaf die overeenkwam met 
een pH-daling van 0,5 (tot pH 7,3); dit was meestal na 3-5 dagen 
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incuberei! bij 370C het geval. Als titer werd beschouwd het omae-
keerde van die verdunning van een serum, die nog juist de kleur-
omslag verhinderde (waarbij de pH-daling minder dan 0,25 bedroeg). 
2,4. KWEKEN VAN M. PNEUMONIAE 
Voor het kweken van M. pneumoniae uit patiëntenmateriaal werd 
de volgende methode gehanteerd. 
Kweekmedium I (3 ml per buis) diende als transportmedium. Het 
werd bij 40C bewaard gedurende ten hoogste ëën maand. Van patiën-
ten bij wie het vermoeden bestond op infectie met M. pneumoniae, 
werd met een steriele wattenstok een keelafstrijk afgenomen door 
de wattenstok krachtig te strijken in de omgeving van de achter-
ste gehemelteboog. De wattenstok werd daarna uitgedrukt tegen de 
glaswand van de buis met transportmedium, onder het vloeistof-
oppervlak. In sporadische gevallen werd ook uit sputum of bron-
chiaal secreet gekweekt. Zo snel mogelijk hierna, meestal binnen 
een uur, werd vanuit dit materiaal op voedingsbodems geënt en wel 
0,1 ml op een Petrischaal met agar (kweekmedium IV) en 0,3 ml in 
·· O » · 
diphasisch medium. De geënte voedingsbodems werden bij 37 С gein-
cubeerd. De rest van het transportmedium werd ingevroren en be­
waard bij -70 С Deze methode werd, op enkele detailwijzigingen 
na, overgenomen van het Rijks Instituut voor de Volksgezondheid 
te Bilthoven, mevrouw A. Polak-Vogelzang. De kweek werd als posi­
tief beoordeeld, indien de agar de typische groei van M. pneumo­
niae te zien gaf of het diphasisch medium een kleuromslag van 
rood naar geel toonde. Bij positieve kweek waren, met één uitzon-
dering, steeds beide het geval; de kweek op agar was meestal na 
5 à 10 dagen positief; die in het diphasisch medium meestal 1 â 
2 dagen later. Eenmaal was alleen het diphasisch medium positief 
(na 30 dagen). 
2.4.1. Identificatie van de stammen 
Geïsoleerde stammen werden geïdentificeerd (zonodig na enke-
le passages in kweekmedium I) door middel van een groeiremmings-
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test op agar. Hiertoe werd een Petrischaal met agar (kweekmedium 
IV) beent met de gekweekte stam. Vervolgens werden hierop twee 
steriele schijfjes filtreerpapier gebracht. Op ieder van deze 
schijfjes werd 5 μΐ van een bij konijnen bereid antiserum дет 
bracht, respectievelijk antiserum tegen M. pneumoniae-antigeen en 
antiserum tegen M. pulmonis-antigeen. Indien rond het eerste 
schijfje groeiremming optrad en rond het tweede niet, werd de 
stam beschouwd als M. pneumoniae. De eerste stam die door ons was 
geïsoleerd en als M. pneumoniae was geïdentificeerd, werd naar 
het Rijks Instituut voor de Volkgezondheid gezonden. De uitslag 
werd bevestigd (mevrouw A. Polak-Vogelzang). 
2.5. SERA 
De volgende groepen sera werden gebruikt. 
2.5.1. Sera, die waven ingestuurd voor onderzoek op toxoplasmose 
of hepatitis 
2.5.1.1. 150 sera! die afkomstig waren van patiënten van alle 
leeftijden 
2.5.1.2. 115 sera, die afkomstig waren Van patiënten tussen 2 en 
10 jaar 
2.5.2. Enkele groepen sera van patiënten, die waren ingestuurd 
voor onderzoek op respiratoire virussen (virologisch la-
boratorium van het St. Elisabeth Ziekenhuis te Tilburg) 
2.5.2.1. 82 serumparen, waarvan beide sera in de CBR voor M. 
pneumoniae een titer hadden die kleiner was dan 4 
2.5.2.2. 47 serumparen met een 4-voudige of grotere stijging in 
de CBR voor M. pneumoniae 
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2.5.2.3. 32 serumparen, waarvan beide sera in de CBR op M. pneu-
moniae een titer hadden die hoger was dan 64 en die 
geen titerstijging toonden 
2.5.3. Sera van patiënten, bij wie een kweekproef was gedaan 
2.5.3.1. Sera van 12 patiënten, bij wie een kweekproef was gedaan 
op grond van verdenking op infectie met M. pneumoniae 
Tezamen met deze groep sera werden bovendien de sera van 1 
patiënt onderzocht, bij wie geen kweekproef werd verricht, maar 
bij wie de diagnose pneumonie door M. pneumoniae op grond van kli-
nisch beeld en röntgenologisch en serologisch onderzoek vaststond 
en van wie meerdere sera beschikbaar waren. 
2.5.3.2. Sera van 8 pupillen van "De Binokhorst", Rosmalen, bij 
wie een keelwat met behulp van een kweekproef was onder-
zocht 
"De Binckhorst" is een inrichting voor geestelijk gehandicap-
te jeugdigen waar in de tweede helft van 1979 een epidemietje van 
infecties met M. pneumoniae heerste. 
2.5.4. Sera van 30 patiënten, die waren ingestuurd voor onder-
zoek op rheuma-factor 
2.5.5. Sera voor sero-epidemiologisch onderzoek 
2.5.5.1. Sera uit 1977 
Voor de hoofdproef van het sero-epidemiologisch onderzoek 
werden sera gebruikt uit de groep sera, die in 1977 waren inge-
stuurd voor onderzoek op toxoplasma. Deze sera waren bij -20 С be­
waard. Er werden 13 leeftijdsklassen gevormd (0-5 mnd., 6-11 mnd., 
1 jaar, 2-3, 4-5, 6-9, 10-14, 15-19, 20-29, 30-39, 40-49, 50-59 
en ouder dan 60 jaar). Bij de selectie van de sera werd de volgen­
de procedure gevolgd. 
Van iedere leeftijdsgroep werden op alfabetische volgorde 120 
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patiënten opgezocht, zoveel mogelijk gelijkelijk verdeeld over de 
beide geslachten. Indien niet voldoende patiënten in een bepaalde 
leeftijdsklasse werden gevonden, werd geprobeerd dit aantal aan te 
vullen met patiënten van wie het geslacht niet bekend was. Van al 
deze patiënten werd het eerste serum, dat in 1977 ingestuurd was, 
genomen. Vervolgens werden lijsten vervaardigd met de gegevens 
van serumnummer, datum van inzending van het serum, naam, geboor-
tedatum en geslacht. Deze gegevens, met uitzondering van de naam, 
werden ingevoerd in de computer van het Universitair Reken 
Centrum. 
De sera werden onderzocht op IgG-antistoffen in 80 assays. 
Per assay werd steeds het negatieve controleserum in duplo als 
referentie in een tevoren vastgestelde kolom (7) onderzocht. 
Daarnaast werden als controle het positieve controleserum in du-
plo en 18 te onderzoeken sera at random over het assay verdeeld. 
De toewijzing aan assays werd zodanig vastgesteld dat in iedere 
assay tenminste één (voorzover beschikbaar) en ten hoogste twee 
sera uit elke leeftijdsgroep werden onderzocht. De verdeling over 
en de plaatsing binnen de assays geschiedde door de computer met 
behulp van een randomiseringsprogramma (2.8.). In totaal werden 
op deze manier 14 37 sera onderzocht. Parallel aan het onderzoek 
op IgG-antistoffen werden in 20 assays 360 sera op IgM-antistof-
fen onderzocht. De sera van 5 assays van het IgG-onderzoek werden 
in een later stadium nog onderzocht op IgG- en IgM-antistoffen 
met behulp van het Orion-antigeen. De sera van 4 van deze assays 
waren ook in de ELISA-IgM met het eigen antigeen onderzocht. 
2.5.5.2. Sera uit 1979 
Ter vergelijking met de resultaten met sera uit 1977 werden 
sera die in 1979 waren ingezonden voor onderzoek op toxoplasma, 
onderzocht. Hiervoor werden 120 sera van één leeftijdsgroep ge-
bruikt, en wel de leeftijdsklasse 5 (4-5 jaar). 
De sera werden op dezelfde wijze geselecteerd en at random over 
7 assays voor onderzoek in ELISA-IgG en -IgM verdeeld als beschre-
ven is in 2.5.5.1. 
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2.6. FRACTIONERING VAN SERA IN SUCROSE-GRADIëNTEN 
Voor onderzoek naar de klasse-specificiteit van IgM- en IgG-
antilichamen werden enkele sera onderzocht na fractionering in 
sucrose gradiënten (5.2.). Hiervoor werden gebruikt een serum van 
een reconvalescent (3e serum van patiënte 4 van Tabel 7: serum A) 
en één van een gezonde persoon met een relatief hoge titer van 
IgG-antilichamen (26 E.U.) en een lage titer van IgM-antilichamen 
(2,5 E.U.) (serum B). Een deel van de fracties werd ook gebruikt 
voor een onderzoek naar competitie tussen IgG- en IgM-antilichamen 
(5.3.) en voor onderzoek in de IHA (5.2.). De fractionering ge-
schiedde als volgt: 
0,2 ml onverdund serum werd op een gradiënt van 10-30% sucrose in 
een centrifugebuis gebracht. Na centrifugeren bij 286.500 g 
(R ) gedurende 25 uur bij 40C in de SW 41 Ti rotor van een 
max
 э J 
Beekman L5-6 5 centrifuge werden 20 fracties verzameld, ieder van 
ongeveer 0,6 ml. 
2.7. REFERENTIESERA 
2.7.1.1. Zwak positief contro le s e rum 
Uit 15 sera uit de groep 2.5.1.1., die een lage extinctie 
hadden, werd een serumpool samengesteld. Hoewel het in de bedoe­
ling lag dat deze pool geen specifieke antilichamen zou bevatten, 
bleek dat deze serumpool duidelijk hogere extincties had, dan als 
negatief te beschouwen sera en ook hogere extincties had bij ge­
bruik van M. pneumoniae-antigeen dan bij gebruik van controle-
antigeen. 
Deze serumpool zal in het vervolg worden aangeduid als zwak 
positief controleserum. In de eerste proeven met ELISA-IgM 
(Hoofdstuk 5) werd deze serumpool gebruikt als referentieserum 
voor de berekening van titers. Uit afzonderlijk uitgevoerde titra­
ties bleek de titer in ELISA-IgM 125 te bedragen, overeenkomend 
met 2,5 E.U. 
61 
2.7.1.2. Negatief eontroleserum voor ELISA-IgG 
Uit de sera uit groep 2.5.1.2. werden 58 sera met een lage 
extinctie geselecteerd. Met deze sera werd een serumpool samenge-
steld. Evenals de vorige, maar in geringere mate, bleek ook deze 
serumpool een hogere extinctie in ELISA-IgG met M. pneumoniae-
antigeen te tonen dan de meeste negatieve sera en dan met contro-
le-antigeen. In feite was deze serumpool een "borderline pool": 
de activiteit in ELISA-IgG ligt slechts weinig boven de grens tus-
sen negatieve en positieve sera. 
Deze serumpool werd voor ELISA-IgG als referentieserum voor 
berekening van titers gebruikt en zal worden aangeduid als nega-
tief controleserum (voor ELISA-IgG). De titer werd gesteld op 50 
(1 E.U.). 
2.7.1.2. Negatief controle serum voor ELISA-IgM 
Uit een groep sera van 36 pupillen van "De Binckhorst" die 
niet in nauw contact waren geweest met patiënten met M. pneumo-
niae-infecties werden 13 sera geselecteerd met lage extincties in 
ELISA-IgM. Hieruit werd een serumpool samengesteld· Deze bleek, 
evenals het negatieve serum voor ELISA-IgG, een "borderline pool" 
te zijn. 
Deze serumpool werd in de meeste ELISA-IgM-proeven als referentie-
serum voor berekening van titers gebruikt en zal worden aangeduid 
als negatief controleserum (voor ELISA-IgM). De titer werd vast-
gesteld op 50 (1 E.U.) . 
2.7.2.1. Sterk positief controleserum 
Uit de sera 2.5.2.2. en 2.5.2.3. met een titer tussen 64 en 
512 in de CBR werd een positieve serumpool samengesteld. Al snel 
bleek dat deze pool zeer hoge waarden in de ELISA-IgG te zien gaf 
waardoor deze pool minder goed bruikbaar was als positief contro-
leserum. Wel werd dit serum nog in een aantal van de in Hoofdstuk 
5 beschreven proeven als positief controleserum in ELISA-IgM ge-
bruikt. 
Deze pool zal worden aangeduid als sterk positief controle-
serum. 
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2.7.2.2. Positief oontroleserum voor ELISA-IgG 
Het positieve oontroleserum voor ELISA-IgG werd samengesteld 
uit 21 sera uit groep 2.5.1.1. die duidelijk verhoogde extincties 
in de ELISA-IgG hadden. 
2.7.2.3. Positief oontroleserum voor ELISA-IgM 
Het positieve controleserum voor ELISA-IgM werd samengesteld 
uit 10 sera uit groep 2.5.2.1. met matig hoge titers in ELISA-IgM. 
Behalve in enkele proeven, beschreven in Hoofdstuk 5, werd deze 
serumpool in alle ELISA-IgM-proeven als positieve controle ge-
bruikt. 
2.8. STATISTISCHE METHODEN 
Verschillende, algemeen gebruikelijke statistische methoden 
werden toegepast. Eén van de meest gebruikte was die van regres-
sieberekening volgens de methode van de kleinste kwadraten met 
gelijke gewichten van de variabelen. Indien een minder gebruike-
lijke statistische methode wordt gebruikt, wordt dit in de tekst 
vermeld. 
De statistische bewerkingen ten behoeve van Hoofdstuk 4 en 
van het sero-epidemiologisch onderzoek werden uitgevoerd door de 
Mathematisch Statistische Adviesafdeling van de Katholieke 
Universiteit te Nijmegen (Dr. R. de Graaf, Dr. J.A.M, van Druten 
en A.G.M. Reintjes). Voor de berekeningen werd gebruik gemaakt 




OPZET EN UITVOERING VAN DE ELISA VOOR MYCOPLASMA PNEUMONIAE 
Bij het begin van het onderzoek bestond er in het Instituut 
voor Medische Microbiologie ervaring met indirecte ELISA-IgG en 
ELISA-IgM voor antilichamen tegen andere micro-organismen, o.a. 
toxoplasma en cytomegalovirus (van Loon en van der Veen, 1980; 
van Loon et al., 1981). Er was al onderzoek gedaan naar het effect 
van een groot aantal variabele factoren, zoals verdunningsvloei-
stoffen, incubatietijden, invloed van het soort microtiterplaatjes 
en samenstelling van het substraat op de uitkomsten van ELISA. 
Verder waren er bruikbare anti-IgG- en anti-IgM-conjugaten gese-
lecteerd. Wij besloten van de zo ontwikkelde procedure uit te gaan 
bij de ontwikkeling van de ELISA voor M. pneumoniae. 
Nu kon worden volstaan met het bereiden en onderzoeken van 
een geschikt antigeen en het bepalen van optimale antigeen- en 
conjugaatverdunningen door middel van bloktitraties. In een later 
stadium van het onderzoek werd alsnog besloten onderzoek te doen 
naar de invloed van het toevoegen van verschillende stoffen aan 
de verdunningsvloeistoffen voor sera en conjugaat. 
3.1. ANTIGEEN 
De' bereiding van M. pneumoniae-antigeen en controle-antigeen 
(M. pulmonis) werd beschreven in Hoofdstuk 2.2.1.1. Controle-
antigeen en M. pneumoniae-antigeen werden in de proeven gebruikt 
in verdunningen, waarbij beide antigenen een gelijke eiwitconcen-
tratie (bepaald volgens Lowry) hadden. 
Met het "gewassen" M. pneumoniae-antigeen dat aanvankelijk 
zonder soniceren of lyseren in ELISA-IgG werd onderzocht, gaf het 
sterk positieve controleserum (2.7.2.1.) duidelijk verhoogde ex-
tincties, vergeleken met het zwak positieve controleserum 
(2.7.1.1.) en met controle-antigeen. De verhouding tussen deze ex-
tincties (de ratio) bedroeg ongeveer 4:1 à 5:1 bij een serumver-
dunning van 1:100. Hoewel dit antigeen bruikbaar leek te zijn, 
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werden hogere ratio's verkregen indien het antigeen gelyseerd 
werd en in het bijzonder als het met ultrason behandeld werd. Dit 
effect berustte vooral op verlaging van de extinctie van het zwak 
positieve controleserum. Wij hebben vervolgens nagegaan of de ge-
combineerde behandeling van soniceren en lyseren een verdere ver-
betering gaf ten opzichte van ieder van deze behandelingen afzon-
derlijk. Hoewel de verschillen klein waren, was dit inderdaad het 
geval. 
Er werd daarom besloten bij de verdere proeven antigeen te 
gebruiken dat eerst met ultrason was behandeld en daarna gelyseerd 
was. Door middel van bloktitraties van dit antigeen en conjugaat 
werd de optimale verdunning van dit antigeen bepaald. Deze bleek 
bij de eerste "batch" 1:7,5 te bedragen. Dit kwam overeen met een 
eiwitgehalte van 6 yg/ml (eiwitbepaling volgens Lowry). Ook voor 
latere batches antigeen bleek de optimale eiwitconcentratie bij 
5-7,5 yg/ml te liggen. 
Ditzelfde antigeen bleek in dezelfde verdunning geschikt 
voor ELISA-IgM. 
De eiwitconcentratie van de optimale antigeenverdunning (5-
7,5 yg/ml) is lager dan die door Salonen en Vaheri (1979) werd ge-
vonden (37,5 yg/ml). Deze resultaten zijn echter niet goed met el-
kaar vergelijkbaar, doordat het antigeen in dit laatste onderzoek 
op een andere manier was gezuiverd. 
3.2. ELISA-PROCEDURE: VERDUNNINGSVLOEISTOFFEN 
De procedure voor de ELISA was in principe gelijk aan de me-
thode die in Hoofdstuk 2.2. is beschreven. 
In de eerste proeven werd 2% geïnactiveerd foetaal kalver-
serum (FCS) toegevoegd aan de verdunningsvloeistoffen voor sera 
en conjugaat. Om na te gaan of door wijziging van de samenstel-
ling van de verdunningsvloeistof aspecifieke reacties konden wor-
den onderdrukt, werden proeven verricht, waarbij FCS werd vervan-
gen door 10% geïnactiveerd nuchter kalverserum (KAS) of door 
kweekmedium (medium II, 2.1.1.2.) . 
Met 10% KAS werd geen duidelijke verbetering verkregen. Met 
medium II bleken alle extincties sterk verlaagd te zijn. Omdat wij 
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vermoedden dat glucose door zijn reducerende werking de enzymac-
tiviteit van het conjugaat beïnvloedde, werd deze stof weggelaten. 
Ook werd penicilline weggelaten vanwege zijn geringe stabiliteit. 
Het zo gewijzigde kweekmedium wordt aangeduid als medium III 
(2.1.1.3.). 
Bij toevoeging van medium III aan de verdunningsvloeistoffen 
van sera en conjugaat werd een duidelijke verbetering van de ra-
tio's, zowel in ELISA-IgG als in ELISA-IgM, bereikt. In een blok-
titratie werd vervolgens bepaald welke concentratie van medium 
III (in de verdunningsvloeistoffen) optimaal was. Het bleek dat 
de beste resultaten werden bereikt met 40% medium III voor het 
verdunnen van sera en 10% medium III voor het verdunnen van con-
jugaat. 
Een mogelijke verklaring van de betere resultaten na toevoe-
ging van medium III is de volgende: 
Mycoplasma pneumoniae kan uit het medium waarin het gekweekt 
wordt componenten met antigene eigenschappen in zijn celwand op-
nemen (Sethi en Brandis, 1971). Ten gevolge hiervan kunnen, ook 
na optimale zuivering, aspecifieke antigene componenten in het 
M. pneumoniae-antigeen achterblijven. Het is mogelijk dat hier-
door aspecifieke reacties met serum en conjugaat optreden. Door 
toevoeging van medium III, waarvan de samenstelling vrijwel ge-
lijk is aan het kweekmedium, wordt de kans op deze aspecifieke 
reacties verminderd. 
3.3. CONCLUSIE 
Voor de bereiding van M. pneumoniae-antigeen voor ELISA kan 
men gebruik maken van M. pneumoniae dat op een glaswand is ge-
kweekt en, nadat het kweekmedium is verwijderd, eerst met ultra-
son is behandeld en daarna gelyseerd. Het antigeen dient te wor-
den gebruikt in een verdunning, die 5-7,5 yg eiwit per ml bevat. 
Toevoeging van de belangrijkste componenten van het medium, waarin 
het antigeen gekweekt werd, aan de vloeistoffen waarin sera en 
conjugaten worden verdund, heeft een gunstige invloed op de uit-
komsten van de proeven. 
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Hoofdstuk 4 
MATHEMATISCHE MODELLEN VOOR DE RELATIE TUSSEN EXTINCTIE EN 
SERUMVERDUNNING IN ELISA 
Een van de problemen bij de toepassing van ELISA voor het 
aantonen van specifieke antilichamen is de vraag op welke wijze 
de resultaten moeten worden weergegeven. Sommige auteurs gebrui-
ken waarden die zijn afgeleid van de gemeten extinctie (Gilman en 
Docherty, 1977; Ruitenberg en van Knapen, 1977; Miranda et al., 
1977; Wolters et al., 1977). Anderen bepalen waarden door middel 
van een eindpunttitratie, waarbij het eindpunt op verschillende 
manieren wordt vastgesteld (Gravell et al., 1977; Gilman en 
Docherty, 1977; Yolken et al., 1978; van Loon en van der Veen, 
1980). Waarden die zijn gebaseerd op de afstand tussen curven, 
worden gehanteerd door Leinikki et al. (1977, 1979) in de 
"effective dose" (E.D.) methode. Dit principe wordt ook toegepast 
om de absolute hoeveelheid specifiek IgG te meten (Leinikki et 
al., 1978). Een overzicht van de verschillende in gebruik zijnde 
methoden werd onlangs door de Savigny en Voller (1980) gegeven. 
In verband met de verwerking van grote aantallen sera (ten 
behoeve van het sero-epidemiologisch onderzoek) was het de vraag, 
of zou kunnen worden volstaan met onderzoek van één of enkele 
verdunningen,, zo nodig in duplo, om een goed kwantitatief inzicht 
in de hoeveelheid aanwezige specifieke antistoffen tegen M. pneu-
moniae te krijgen, dit in navolging van van Loon en van der Veen 
(1980) en de Savigny en Voller (1980), die de ELISA uitvoeren met 
één enkele verdunning in duplo in combinatie met een standaard-
curve . 
Om op een eenvoudige, inzichtelijke manier te kunnen weerge-
ven hoeveel antistoffen een serum bevat ên om te kunnen beslissen 
hoeveel serumverdunningen moeten worden onderzocht, is het nodig 
een zo goed mogelijk inzicht te krijgen in de relatie tussen de 
verdunning van een serum en de bijbehorende extincties in ELISA. 
Deze relatie kan in de vorm van een dosis-respons curve worden 
weergegeven, met als meetpunten, de verdunningen met de bijbeho-
rende extincties. Wij analyseerden het verloop van deze dosis-
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respons curve bij een aantal sera in reeksen van 11 tweevoudige 
verdunningen in de ELISA-IgG met behulp van drie mathematische 
modellen. 
Vier assays, met telkens 8 sera, waaronder altijd het negatieve 
controleserum (neg., 2.7.1.2.) en het positieve controleserum 
(pos., 2.7.2.2.) werden ingezet. De overige onderzochte sera om-
vatten het sterk positieve (st. pos., 2.7.2.1.) en het zwak posi-
tieve controleserum (zw. pos., 2.7.1.1.); sera van reconvalescen-
ten (R, uit groep 2.5.2.2.) en sera ingezonden voor onderzoek op 
toxoplasmose en hepatitis (aangeduid met T, resp. H, uit groep 
2.5.1.1.) . In tabel 4.1. en 4.3. is aangegeven tot welke groep 
de onderzochte sera behoorden. 
De ELISA-IgG werd uitgevoerd, zoals is aangegeven in Hoofd-
stuk 2.2. met de volgende modificaties. 
Sera en conjugaat werden in een oplossing van FCS 2% in PBS/Tween 
verdund. De sera werden verdund in 2-voudige reeksen van 1:25 tot 
1:25600. De extincties, gemeten in de Multiskan werden gecorri-
geerd, door hiervan het gemiddelde af te trekken van de extinc-
ties in de kommetjes zonder serum (de antigeencontroles) onder 
uitsluiting van de laagste en de hoogste waarde (in plaats van de 
hoogste 2 waarden, zoals beschreven in 2.2.). Van berekening wer-
den uitgesloten de verdunningen waarin de gecorrigeerde extinc-
ties lager waren dan 0,02. In tegenstelling tot wat in 2.2.8. 
werd beschreven, werden meetpunten, waarvan de extinctie lager 
was dan die bij de naastvolgende hogere verdunningen, indien zij 
aan het begin van een verdunningsreeks lagen, niet uitgesloten 
van de berekeningen. Wel werd op dezelfde wijze als in 2.2.8. ge-
handeld als dit het geval was verder in het verloop van een ver-
dunningsreeks: dan werden de meetpunten vanaf het punt met de ho-
gere extinctie uitgesloten. Een verantwoording van deze handel-
wijze wordt in de discussie gegeven. 
Tenslotte werden de volgende beperkingen toegepast: 
Positieve sera werden alleen in de berekeningen opgenomen als na 
deze uitsluitingen tenminste 8 bruikbare meetpunten overbleven 
(13 sera); voor negatieve sera moesten tenminste 6 bruikbare meet-
punten overblijven (13 sera). 
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De volgende mathematische modellen werden gebruikt: 
•Model 1: 
L(x) = E + (b - l)x - fe •gx 
waarin: L(x) = log (extinctie) 
χ = log (verdunningsfactor d) 
•Model 2 : ΐ 0 ο ι + β χ 
L(x) = E - χ + 1 0 l o g ( 
1 + 1 0 α + β χ 
•Model" 3: 
L(x) = E + (b - 1) 10log (10х + с) 
Voor informatie over de theoretische achtergrond van deze model­
len zij verwezen naar Bijlage I. 
De resultaten werden met behulp van een niet-lineaire regres­
sie procedure (programma FARMFIT van het Universitair Reken 
Centrum van de Katholieke Universiteit) geanalyseerd. Aan de meet­
punten (Xj, L(x).) werden gelijke gewichten toegekend. De modellen 
werden onderling vergeleken op grond van de residuele kwadraatsom­
men. Met behulp van asymptotische toetsen, gebaseerd op residuele 
kwadraatsommen, of op parameterschattingen en hun standaardfouten 
werd bovendien onderzocht of de modellen 1 en 3 vereenvoudigd kon­
den worden door vermindering van het aantal parameters (Dr. R. de 
Graaf, Mathematisch Statistische Adviesafdeling, opdracht no. 
79029) . 
RESULTATEN 
Als eerste stap werden de extincties tegen de verdunningen 
uitgezet op een dubbellogarithmische schaal. Als voorbeeld wordt 
het resultaat van assay 2 in Fig. 4.1. weergegeven. 
De sera, met een curve boven die van het negatieve controleserum, 
werden als positief beschouwd, de overige als negatief. 
Eén serum (2-8) had een curve, die gedeeltelijk onder en gedeel-
telijk boven de curve van de negatieve controle lag; dit werd als 
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Fig. 4.1. Dosis-reapons curven in ELISA 
De resultaten van assay 2 zijn weergegeven. De cijfers verwijzen naar de bij­
horende sera (Tabel 4.1. en 4.3.). De sera 1, 2, 4 en 7 zijn positief, serum 




Voor a l l e 13 sera i s de aanpassing van model 1 zeer f r a a i . Een 
voorbeeld hiervan g e e f t F i g . 4 . 2 . a . Toch beantwoordt d i t model n i e t 
aan de verwachting, dat het l i n e a i r e dee l L(x) = E + (b - l ) x sa­
men zou v a l l e n met he t min of meer r e c h t l i j n i g ver loop van de 
curve in de hogere verdunningen (waarbij de exponent ië le term dan 
zou moeten corr igeren voor de afwijking van de l i n e a r i t e i t i n 
l a g e r e verdunningen, z i e B i j lage I . e . ) . De gevonden k l e i n s t e kwa-
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Fig. 4.2. Beat pasaende curven volgens drie mathematische modellen 
Als voorbeeld zijn de best passende curven voor de meetpunten van een positief 
serum (2-1) weergegeven. 
I n 2 van de 13 g e v a l l e n ( s e r a 1-3 en 3-8) i s de k l e i n s t e kwadra-
t e n s c h a t t e r b z e l f s g r o t e r dan 1 en de k l e i n s t e k w a d r a t e n s c h a t t e r 
g van de p a r a m e t e r g n e g a t i e f . In deze g e v a l l e n i s dus de h e l l i n g 
van h e t l i n e a i r e d e e l van de curve p o s i t i e f en v i n d t e r e e r d e r 
a a n s l u i t i n g p l a a t s b i j de e e r s t e m e e t p u n t e n . De e x p o n e n t i ë l e term 
g e e f t dan de a fw i jk ing van de l a t e r e punten t . o . v . deze l i j n a a n . 
Deze a fwi jk ing neemt t o e b i j hogere ve rdunn ingen . 
De gevonden s c h a t t i n g e n van de pa rame te r s E en f l i g g e n vaak 
d i c h t b i j e l k a a r . Daarom werd onde rzoch t of een vereenvoudigd mo-
de l met 3 p a r a m e t e r s waar in f = E een even goede a a n p a s s i n g g e e f t . 
G e t o e t s t werd de hypo these : 
H, f = E 
met behulp van een asymptotische F-toets welke gebaseerd is op de 
residuele kwadratensom onder het oorspronkelijke model en die on-
der het vereenvoudigde model (met f = E). 
Voor 9 van de 13 sera was het vereenvoudigde model significant 
slechter (p <0,05) en éénmaal bijna significant slechter 
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(ρ = 0,06). Bovendien bleek dat onder dit model (met f = E) bij 
de meeste sera de helling van het lineaire deel positief was en 
de exponentiële term toenam met de verdunningsfactor. 
Vervolgens werd nagegaan of de exponentiële term onmisbaar 
is. Hiertoe werd getoetst de hypothese: 
H2 : f = 0 
met een asymptotische t-toets, gebaseerd op de kleinste kwadraten-
schatting van f en de bijbehorende standaardfout. Dit leverde in 
7 van de 13 gevallen een significant beter resultaat voor het oor-
spronkelijke model (p <0,01). Bij de overige sera was ρ >0,10. 
Toetsing van de hypothese: 
H 3 : b = 0 
levert slechts in 2 gevallen een (bijna) significant resultaat 
(p <0,01 en ρ = 0,07) . b is echter in 11 van de 13 gevallen klei­
ner dan 0 (zie Tabel 4.1.) . Dit wijst er op dat b toch een nood­
zakelijke correctie is. 
Hoewel de aanpassing van model 1 aan de gegevens zeer fraai 
is, zijn de standaardfouten van de parameters relatief gezien 
zeer groot (Tabel 4.1.) . Dit wordt veroorzaakt door de aanwezig­
heid van hoge correlaties tussen de parameter-schatters. Model 1 
zal alleen gebruikt worden als referentie voor de andere modellen. 
•Model 2: 
•Model 2: 
Dit model is de expliciete vorm van een logit-log model (zie Bij­
lage I). Het blijkt een goede aanpassing te geven, met name ook 
van de eerste meetpunten. Het allerlaatste meetpunt daarentegen 
ligt vaak op vrij grote afstand van de kromme m.a.w. er is een 
extra "doorbuiging" aan het eind, die in veel gevallen door het 
model niet wordt gevolgd (een voorbeeld hiervan geeft Fig. 4.2. 
b) . 
De parameters o en β leveren schattingen op in de buurt van 
-2,5 en 1. Hun standaardfouten bedragen daarbij meestal niet meer 
dan 5 à 10%. De resultaten voor de parameter E zijn in Tabel 4.1. 
weergegeven. De waarde van deze parameter lijkt zeer nauwkeurig 
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Tabel 4 .1 . Positieve sera: kleinste kwadraten-schattingen met de standaard­


































5.1 ± 6,5 
0,2 ± 0,1 
2.4 ± 0,2 
9,3 ± 6,4 
8.3 ± 3,2 
2,θ ± 0,2 
6.5 ± 2,6 
8.2 ± 5,0 
4,0 ± 1,3 
37 ± 205 
4.4 ± 2,8 
107 ± 706 
4.3 ± 1,4 
b 
-0,6 ± 1,1 
1,2 ± 0,2 
-0,02 ± 0,05 
-1,2 ± 0,9 
-0,9 ± 0,4 
-0,04 ± 0,04 
-0,7 ± 0,4 
-0,1 ± 0,7 
-0,2 ± 0,2 
4,6 ± 10,8 
-0,5 ± 0,5 
-6,5 ± 25,2 
-0,4 ± 0,3 
Model 2 
E 
2,18 ± 0,03 
2,89 ± 0,03 
2.31 ± 0,01 
2,59 ± 0,03 
2,77 ± 0,02 
2,56 ± 0,01 
2,72 ± 0,01 
2,54 ± 0,01 
2,81 ± 0,02 
2,05 ± 0,02 
2,23 ± 0,02 
2,51 ± 0,02 
2.32 ± 0,01 
Model 3 
E 
2,7 ± 0,4 
3.4 ± 0,3 
2.5 ± 0,2 
4,0 ± 0,5 
3,4 ± 0,2 
2.6 ± 0,1 
3,4 ± 0,2 
3.2 ± 0,2 
2.3 ± 0,1 
2,3 ± 0,1 
3,0 + 0,4 
3,3 ± 0,3 
2.7 ± 0,2 
b 
-0,15 ± 0,12 
-0,11 ± 0,08 
-0,06 ± 0,04 
-0,38 ± 0,12 
-0,16 ± 0,05 
-0,01 ± 0,03 
-0,18 ± 0,05 
-0,19 ± 0,06 
0,12 ± 0,02 
-0,08 ± 0,04 
-0,23 ± 0,11 
-0,21 ± 0,07 
-0,09 ± 0,04 
Nummer van het assay en plaats van het serum in het assay 
(st .)pos. - (sterk) positief controleserum 
H = serum Ingezonden voor onderzoek op hepat i t i s 
Τ = serum ingezonden voor onderzoek op toxoplasmose 
R = serum van patiënt met M. pneumoniae-infectie 
v a s t t e s t e l l e n . Bovendien b l i j k t d a t voor de v e r s c h i l l e n d e s e r a 
de waarden van de parameter E goed overeen komen met de o n d e r l i n g e 
n iveaus van de curven b i j hogere verdunningen ( » 1 : 2 0 0 ) , d . w . z . 
een hoger l i g g e n d e curve r e s u l t e e r t i n een hogere E - s c h a t t i n g . 
•Model 3 : 
Dit model blijkt redelijk goed te voldoen. De aanpassing van de 
eerste 3 meetpunten (verdunning «1:100) is over het algemeen 
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slecht. Een voorbeeld van de aanpassing geeft Fig. 4.2.с. 
Onderzocht werd of de parameter b in dit model, als een cor­
rectie op de helling noodzakelijk is. De hypothese: 
H 4 : b = 0 
werd met behulp van een asymptotische t-toets getoetst. Deze hypo­
these werd in veel gevallen verworpen (6 maal ρ <0,03; 3 maal 
ρ = 0,08; 4 maal ρ >0,10). Bovendien was in 12 van de 13 gevallen 
b negatief. We concluderen dat weglating van b een slechter mo­
del zou geven. 
De hypothese: 
H 5 : с = 0 
werd in alle gevallen verworpen (p «0,02, meestal -$0,002) . Alle 
schattingen van с zijn significant positief, variërend van 80 tot 
1000, terwijl dan hun standaardfouten maximaal 30% bedragen. 
De schattingsresultaten voor de parameters E en b staan in 
Tabel 4.1. Hoewel de standaardfouten van de parameter E niet 
groot zijn, zijn ze toch minder nauwkeurig dan bij model 2. Bo-
vendien blijken de waarden ervan niet goed overeen te komen met 
de onderlinge niveaus van de curven in het gebied van de hogere 
verdunningen; een hoger liggende curve geeft soms een lagere 
schatting voor E. De waarden van E in dit model zijn met uitzon-
dering van serum 3-8 groter dan die van E in model 2; volgens de 
tekentoets is er sprake van een systematisch verschil (p <0,01). 
•Modelvergelijking: 
De kleinste gevonden sommen van de kwadratische residuen zijn in 
Tabel 4.2. weergegeven. Zowel in vergelijking met model 2 als met 
model 3 blijkt model 1 over het algemeen de beste aanpassing te 
geven, namelijk voor 11 van de 13 sera. Volgens de tekentoets be-
staat er dan een significante voorkeur voor model 1 (p <0,05). 
Hierbij dient opgemerkt te worden dat model 1 is gebaseerd op 4 
parameters en de andere 2 modellen op slechts 3 parameters. Bij 
model 2 lijkt vaak een systematische afwijking op te treden voor 
het laatste meetpunt, terwijl model 3 vaak een afwijking toont in 
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Tabel 4.2. Pos i t ieve sera: minimale kwadraatsommen voor de residuen ten aan­
zien van de drie modellen 
Minimale kwadraatsommen χ 10 
Serum — ^ — — 


































































het begin van het meetgebied. Onderlinge v e r g e l i j k i n g van model 2 
en model 3 op grond van de r e s i d u e l e kwadraatsommen l e i d t n i e t 
t o t een voorkeur voor êën van b e i d e . 
Negatieve sera 
Bij de negat i eve sera waren 13 sera g e s c h i k t voor verder onderzoek; 
de i n d e l i n g naar soort serum i s i n Tabel 4 . 3 . weergegeven. 
Eén serum (3-2) toonde een afwijkend ver loop van de curve; 
het l a a t s t e dee l (b i j hogere verdunningen) v e r l i e p v l a k . 
•Model 1: 
Met model 1 werden zeer goede aanpassingen bereikt. Alleen ten 
aanzien van serum 2-3 kon geen goed resultaat worden bereikt. 
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De hypothese: 
H 2 : f = О 
geeft slechts bij 1 van de 12 bruikbare curven een significante 
uitslag (p = 0,04); bij de overige 11 is ρ >0,10. De exponentiële 
term lijkt, in tegenstelling tot de situatie bij de positieve se-
ra, niet erg noodzakelijk. 
De schatting van b viel voor 3 sera negatief uit, maar week 
niet significant af van 0 (p >0,10). Voor de 10 positieve waarden 
van b was deze waarde 5 keer significant groter dan 0 (p <0,05). 
De hypothese: 
H3 : b = 0 
moet derhalve woxden verworpen. Voor deze negatieve sera vinden 
we dus over het algemeen een positieve correctie voor de helling 
van het lineaire deel; bij de positieve sera was deze correctie 
meestal negatief. De waarde van (b - 1) is altijd negatief, in 
tegenstelling tot de situatie bij positieve sera. 
De parameterschattingen voor E en b tonen relatief grote 
standaardfouten (Tabel 4.3.), zodat het niet mogelijk is één van 
de parameters te gebruiken als maat voor de concentratie van spe-
cifieke antilichamen. Bovendien corresponderen de E-schattingen 
niet met de onderlinge niveaus van de curven. 
•Model 2: 
Model 2 geeft, behalve voor serum 3-2 en in mindere mate voor se-
rum 2-3, in het hele meetgebied een goede aanpassing. Deze 2 sera 
worden bij de volgende overwegingen buiten beschouwing gelaten. 
De schattingen voor de parameters α en β leveren waarden op 
van respectievelijk -1,3 tot -2,6 en 0,5 tot 1,5. Hun standaard­
fouten bedragen meestal niet meer dan 10-20% (dat is iets hoger 
dan bij de positieve sera werd gevonden). Voor de negatieve sera 
blijken -evenals voor de positieve sera- de schattingen van E 
goed overeen te komen met de niveaus van de reeksen meetpunten. 
Bovendien zijn de standaardfouten vaak erg gering (in 8 gevallen 
<5%, zie Tabel 4.3.) . 
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Tabel 4.3. Negatieve sera: kleinste kwadraten-schattingen met de standaard­



























































0,16 + 0,04 
0,56 ± 0,03 
0,06 ± 0,06 
0,25 
0,01 ± 0,15 
-0,29 ± 0,66 
0,20 ± 0,03 
0,27 ± 0,06 
0,32 ± 0,01 
0,Θ4 ± 0,36 
0,27 ± 0,10 
-0,25 ± 1,26 





























1,3 ± 0,1 
0,1 ± 1,0 
1,7 ± 0,3 
Ο,θ ± 0,2 
1,4 ± 0,1 
1,8 ± 0,2 
1,4 ± 0,1 
0,2 + 0,1 
1,3 ± 0,2 
3,4 ± 1,3 
0,7 + 0,3 
1,5 ± 0,3 




























'Nummer van het assay en plaats van het serum binnen het assay 
neg. ~ negatief controleserum 
zw. pos. = zwak positief controleserum 
Τ = serum ingezonden voor onderzoek op toxoplasmose 
•Mode1 3 : 
Dit model geeft in de meeste gevallen over het hele meetgebied 
een goede aanpassing. Ook de aanpassingen ten aanzien van de sera 
2-3 en 3-2 zijn redelijk. De schattingen voor de parameter с lig­
gen meestal tussen 0 en 70. Twee schattingen waren hoger (203 en 
267), terwijl voor serum 3-2 de waarde -12 werd gevonden. Toetsing 
van de hypothese: 
H 5 : с = 0 
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levert 6 keer een min of meer significante uitslag op (0,001 « ρ 
«0,08), terwijl 7 keer een ρ >0,10 werd gevonden. De parameter с 
lijkt dus een wezenlijke verbetering te geven. 
De parameter Ь had 4 keer een significante positieve waarde 
(p «0,02) en 1 keer een bijna significante positieve waarde (p = 
0,10) . Van de overige 8 waarden waren er 5 negatief; geen van de­
ze 8 verschilde significant van 0 (zie Tabel 4.3.). De hypothese: 
H. : b = 0 4 
wordt dus voor 4 van de 13 negatieve sera verworpen. Opgemerkt 
moet worden dat voor de negatieve sera de waarden van b dus vaker 
positief dan negatief uitvallen, dit in tegenstelling tot de posi­
tieve sera. 
Ten aanzien van de parameter E in model 3 kunnen voor de ne­
gatieve sera dezelfde conclusies worden getrokken als voor de po­
sitieve sera: de waarden van E komen niet goed overeen met de on­
derlinge niveaus van de curven (Tabel 4.3.). 
•Modelvergelijking 
In Tabel 4.4. zijn voor elk van de 3 modellen de waarden van de 
kleinst gevonden sommen van de kwadratische residuen gegeven. 
Volgens de tekentoets bestaat er een significante voorkeur voor 
model 1 ten opzichte van model 2 en 3 (p <0,001, respectievelijk 
0,02 < ρ <0,05). Onderlinge vergelijking van de modellen 2 en 3 
leidt niet tot een voorkeur voor één van beide modellen (teken-
toets: 0,25 « ρ «0,30). 
DISCUSSIE 
De analyse van de dosis-respons curve in ELISA-lgG van de 
26 onderzochte sera leverde een groot aantal gegevens op. Hoewel 
het aantal sera (26) relatief klein is, bevatte de groep wel een 
groot aantal sera met -naar verwachting- verschillende eigen­
schappen, zodat de resultaten toch representatief mogen worden 
geacht. Van de 32 oorspronkelijk onderzochte sera werden er 6 
uitgesloten, omdat er te weinig bruikbare meetpunten waren. 
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Tabel 4.4. Negatieve sera: minimale kwadraatsommen voor de residuen ten aan­
zien van de drie modellen 
4 
Minimale kwadraatsommen χ 10 
Serum 


























































Meetpunten, waarvan de extinctie weer opliep nadat van vori­
ge meetpunten de extinctie -bij toenemende verdunning- daalde, 
werden van het onderzoek uitgesloten vanweae het vermoeden van 
een verdunningsfout in deze reeksen. Meetpunten met een extinc­
tie <0,02 werden uitgesloten vanwege de onnauwkeurigheid van deze 
waarden. Weliswaar lagen in deze gevallen de niet-gecorrigeerde 
extincties ( ббг aftrek van de gemiddelde extinctie van de anti-
geencontrole) meestal boven 0,1 en daarmee binnen het meetbereik, 
waarin de spectrophotometer nauwkeurig is, maar andere factoren 
in de test maken toch, dat zowel het resultaat van het te onder­
zoeken serum als dat van de antigeencontrole en dus a fortiori 
van hun verschil op dit niveau onnauwkeurig is. Mogelijk was er 
in dit onderzoek ook sprake van een systematische afwijking. Het 
is namelijk niet uitgesloten dat de waarde, die als "achtergrond" 
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extinctie werd afgetrokken, namelijk het gemiddelde van de anti-
geencontrole onder aftrek van de hoogste en de laagste waarde, te 
hoog was. Dit zou bv. het geval kunnen zijn als de extincties van 
de antigeencontroles slechts in één richting -en wel naar boven-
een fout kunnen tonen. Een dergelijke fout zou resulteren in te 
lage waarden van de gecorrigeerde extincties. Deze afwijking zou 
bij lage extincties relatief (ten opzichte van de ideale waarde) 
het grootst zijn. Dit zou een verklaring kunnen zijn voor het 
"afbuigen" van de curve bij lage extincties, waardoor model 2 
daar niet goed "past". Om deze reden werd bij de verdere bereke-
ningen in dit proefschrift de laagste waarde van de antigeencon-
troles niet meer weggelaten. 
Een verklaring waarom sommige andere sera, bv. 3-2 een af-
wijkend verloop hebben, is niet goed te geven. Vermoedelijk zijn 
aspecifieke reacties hiervan de oorzaak. Om de -eventuele- kans 
hierop zoveel mogelijk te verkleinen, werd in latere proeven de 
samenstelling van de verdunningsvloeistof voor serum en conjugaat 
gewijzigd. Hieraan werd kweekmedium voor M. pneumoniae (zonder 
glucose en penicilline) in plaats van FCS toegevoegd. De verande-
ringen die hierdoor in de curve ontstaan, werden niet meer OD bo-
vengenoemde wijze statistisch onderzocht. 
Bij de vergelijking van de verschillende modellen blijkt mo-
del 1 de beste aanpassing te geven. Het is echter een model met 
4 parameters. Bovendien zijn de schattingen van deze parameters 
onnauwkeurig, doordat ze onderling afhankelijk zijn. Op grond 
hiervan meenden wij dat dit model niet praktisch bruikbaar zou 
zijn. Wel werd dit model in dit onderzoek gebruikt als referentie 
voor de andere modellen. 
Vergelijking van de modellen 2 en 3 onderling op basis van 
de aanpassing, leidt, noch bij de positieve noch bij de negatieve 
sera, tot een voorkeur voor één van beide. Op grond van de nauw-
keurige schatting van de parameter E in het tweede model en de 
goede overeenkomst van de waarde van E met het niveau van de cur-
ve, in overeenstemming met de theoretische verwachting (Bijlage 
I), gaat in principe de voorkeur uit naar model 2. Dit model is 
een expliciete vorm van een logit-log model, hetgeen aansluit bij 
modellen die voor radio-immunoassays worden gebruikt (Rodbard et 
al., 1969). 
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In de praktijk bleek echter dat dit ingewikkelde 3-paraineter-
model vooralsnog niet tot een relatief eenvoudige algorithme voor 
gebruik in de mini-computer gereduceerd kon worden. Om deze reden 
werd een procedure ontwikkeld waarbij gebruik gemaakt werd van de 
goede aanpassing die ook model 3 geeft. Met behulp van de dosis-
respons curve, die met model 3 kan worden berekend voor elk serum, 
dat in een verdunningsreeks in ELISA wordt onderzocht, werd een 
titer bepaald volgens een principe, dat gebaseerd is op de metho-
de van de eindpunttitratie (zie 2.2.7., 2.2.8., 5.1., Bijlage II). 
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Hoofdstuk 5 
NADER ONDERZOEK VAN DE ELISA 
In dit hoofdstuk worden een aantal onderzoekingen met de 
ELISA voor M. pneumoniae beschreven, die verband houden met de 
berekening van de titer (5.1., 5.2.), met de specificiteit van de 
ELISA voor antistoffen tegen M. pneumoniae (5.3., 5.4. en 5.7.) 
en met de specificiteit voor de klasse antilichamen, die men wil 
aantonen (5.5. en 5.6.). 
5.1. VASTSTELLING VAN DE GRENSWAARDE VOOR BEREKENING VAN TITERS 
In het vorige hoofdstuk zijn mathematische modellen onder-
zocht om de dosis-respons curve in ELISA te berekenen. In 2.2.7. 
en 2.2.8. wordt beschreven hoe men met behulp van één van deze 
modellen (model 3) een titer kan berekenen. De theoretische ach-
tergronden van deze manier van berekenen van de titer -en van de 
hiervan afgeleide ELISA-eenheden (E.U.)- worden in Bijlage II 
uiteengezet. Voor een zo goed mogelijk onderscheid tussen nega-
tieve sera (met uitsluitend aspecifieke reacties, Bijlage I.D.5.) 
en positieve sera (met specifieke -naast aspecifieke- reacties) 
is de keuze van de grenswaarde voor de berekening van titers van 
belang. 
Op grond van de in Bijlage II genoemde theoretische overwe-
gingen moet de grenswaarde zo gekozen worden, dat de extincties 
van de negatieve sera, ook in lage verdunningen, onder het niveau 
van de grenswaarde blijven. Als men over een groep sera beschikt, 
waarvan men zeker is dat ze negatief zijn, is de grenswaarde een-
voudig vast te stellen. In het algemeen kan men bij infectieziek-
ten hiervoor gebruik maken van sera van jonge kinderen, die de in-
fectie nog niet hebben doorgemaakt. Er zijn echter aanwijzingen 
dat M. pneumoniae-infecties al op jonge leeftijd -vaak al voor 
het eind van het eerste jaar- zonder herkenbare klinische symp-
tomen voorkomen (Fernald et al., 1975; Brunner et al., 1977 ii) . 
In verband hiermee is het dus niet goed mogelijk sera te selecte-
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ren, die zeker geen antilichamen tegen M. pneumoniae bezitten. 
Op grond van een aantal onderzoekingen (o.a. 5.3.) bleek het 
dat de door ons samengestelde negatieve controlesera (2.7.1.) in 
feite "borderline sera" zijn, met extincties, die in de buurt van, 
of iets boven de grens tussen positieve en negatieve sera liggen. 
Op grond hiervan mag men verwachten dat de extinctie van deze sera 
in lage verdunning geschikt zal zijn als grenswaarde. Om de opti-
male verdunning te bepalen, onderzochten wij in telkens 8 assays 
voor ELISA-IgG en -IgM de negatieve en positieve controlesera 
(2.7.1.) . 
Aan de hand van de resultaten van deze proef kozen wij als 
grenswaarde een waarde, die gelijk was aan de extinctie van de 
negatieve controlesera (voor respectievelijk ELISA-IgG en -IgM) 
in een verdunning van 1:50. In de eerste plaats omdat de titers 
van de positieve controlesera bij deze grenswaarde goed reprodu-
ceerbaar bleken te zijn. Verder lagen de extincties van de nega-
tieve sera in deze verdunning in het algemeen boven 0,1 dus bin-
nen het optimale meetbereik van de spectrophotometer (voor IgG: 
0,09 - 0,40; voor IgM: 0,11 - 0,26). Door de grenswaarde te defi-
niëren als de extinctie van een controleserum in een bepaalde 
verdunning -in plaats van als een absolute extinctiewaarde-
vindt correctie plaats voor toevallige verschillen in het niveau 
van de extincties in verschillende assays. 
De zo gedefinieerde grenswaarde bleek door de meeste nega-
tieve sera -volgens de berekening van de dosis-respons curve-
niet of slechts in lage verdunning bereikt te worden (zie Hoofd-
stuk 9.2.4.) en voldoet dus aan de hierboven gestelde voorwaarde. 
5.2. EFFECT VAN REDUCTIE VAN HET AANTAL VERDUNNINGEN 
Voor onderzoek van grote aantallen sera in bv. een sero-
epidemiologisch onderzoek is een zo eenvoudig mogelijke uitvoering 
van de ELISA gewenst. Op grond van de onderzoekingen van Hoofd-
stuk 4 en van de experimenten die in paragraaf 5.6. zijn beschre-
ven, is het duidelijk dat we voor de bepaling van een titer niet 
mochten uitgaan van de veronderstelling dat de dosis-respons cur-
ven parallel lopen. Omdat evenwijdigheid van de curven voorwaarde 
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is voor de bepaling van een titer aan de hand van één enkele se-
rumverdunning (de Savigny en Voller, 1980), zagen we af van een 
methode die op één verdunning is gebaseerd. In plaats daarvan on-
derzochten wij of het -met behoud van de nauwkeurigheid- moge-
lijk was het aantal verdunningen te verminderen. Wij vergeleken 
hiertoe de resultaten van bepalingen in 4 viervoudige verdunnin-
gen (vanaf 1:25) met die in 8 tweevoudige verdunningen (vanaf 
1:200 of 1:800) . 
Voor dit onderzoek werden 47 serumparen van patiënten met 
een titerstijging in de complementbindingsreactie (CBR) gebruikt 
(2.5.2.2.). In de proef met 4 verdunningen werden, zoals gewoon-
lijk, de negatieve controlesera (voor respectievelijk ELISA-IgG 
en -IgM) gebruikt als referentieserum voor de berekening van de 
titers. Als referentieserum in de proef met de tweevoudige verdun-
ningen werd in ELISA-IgG het positieve controleserum (met 22 E.U.) 
en in ELISA-IgM het sterk positieve controleserum (met 67 E.U.) 
gebruikt (2.2.7.). Overigens was de ELISA-procedure in beide proe-
ven gelijk (2.2.). 
Fig. 5.1. (A en В) laat zien, dat er een zeer goede overeenkomst 
2 is tussen de twee proeven (de correlatie-coëfficiënt r voor 
ELISA-IgM en -IgG bedraagt respectievelijk 0,91 en 0,87). Dit is 
opmerkelijk gezien de verschillen in uitvoering van de proeven. 
In de eerste plaats bedroeg de tussenpoos ongeveer een half jaar. 
Verder werden er verschillende batches van antigeen en conjugaten 
gebruikt, en verschillende referentiesera voor de berekening van 
de titer. Bovendien overlapten de verdunningsreeksen elkaar nau-
welijks. De resultaten in de proef met viervoudige verdunnings-
reeksen van sera met hoge titers (titer >1600 of >32 E.U.) werden 
berekend door extrapolatie van de dosis-respons curve; blijkens 
de goede overeenstemming van de resultaten in de beide proeven 
van juist deze sera (Fig. 5.1.) is dit een betrouwbare procedure. 
De resultaten van de sera met lage titers (titer <200 of <4 E.U.) 
werden in de proef met 8 tweevoudige verdunningen door extrapola-
tie berekend; van deze sera stemmen de resultaten van de beide 
proeven minder goed overeen. 
Uit de resultaten van dit onderzoek blijkt dat vermindering 
van het aantal verdunningen tot 4 (viervoudige) geoorloofd is. 
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Fig. 5 . 1 . Relat ie tussen resultaten van proeven met 8 tweevoudige en 4 v i e r ­
voudige verdunningen 
De uitkomsten in ELISA-IgM (A) en ELISA-IgG (В) van sera zi jn weergegeven. De 
getrokken l i j n i s de l i j n van equivalentie. 
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5.3. VERGELIJKING MET CONTROLE-ANTIGEEN; GRENS TUSSEN SPECIFIEKE 
EN ASPECIFIEKE REACTIES 
Om de grens tussen negatieve en positieve sera in ELISA te 
bepalen, wordt meestal een groep sera onderzocht, waarvan vast-
staat dat zij negatief zijn. Op grond van de uitkomsten hiervan 
kan op verschillende manieren een bovengrens voor aspecifieke 
reacties worden vastgesteld (zie o.a. de Savigny en Voller, 1980) . 
Zoals in paragraaf 1 van dit hoofdstuk is uiteengezet, is het niet 
eenvoudig een groep sera samen te stellen die negatief zijn voor 
antilichamen tegen M. pneumoniae. Om deze reden hebben wij ge-
tracht de grens op een andere manier vast te stellen, nl. door 
sera naast elkaar met M. pneumoniae- en controle-antigeen te on-
derzoeken en de resultaten te vergelijken. Voor deze methode 
leent het door ons gebruikte controle-antigeen van M. pulmonis 
(2.2.1.2.) zich goed. Het is een aan M. pneumoniae verwant orga-
nisme dat -zover bekend- niet pathogeen is voor de mens (wel 
voor knaagdieren; Cassell en Hill, 1979). Het controle-antigeen 
werd in hetzelfde medium en op dezelfde manier bereid als het 
M. pneumoniae-antigeen. Men mag dus aannemen dat de twee antige-
nen uitsluitend verschillen in de voor de betreffende micro-
organismen specifieke, antigene componenten. 
De methode om de grens tussen positieve en negatieve sera te 
bepalen, is gebaseerd op de volgende veronderstellingen. De ex-
tinctie bij gebruik van controle-antigeen berust op aspecifieke 
reacties (niet op specifieke antilichamen). Bij gebruik van M. 
pneumoniae-antigeen berust de extinctie eveneens op aspecifieke 
reacties, maar voor positieve sera, bovendien op reacties van 
specifieke antilichamen. De mate van aspecifieke reacties is in 
principe gelijk voor beide antigenen. Eventuele verschillen in de 
aspecifieke reacties zijn alleen het gevolg van verschillen in 
concentratie van de aspecifiek reagerende componenten van de anti-
genen. Op grond van deze veronderstellingen is het te verwachten 
dat voor sera zonder specifieke antilichamen -de negatieve sera-
de verhouding van de extinctie met M. pneumoniae-antigeen tot de 
extinctie met controle-antigeen (de ratio) onafhankelijk is van 
de hoogte van die extincties. Voorts is het te verwachten, dat 
sera met specifieke antilichamen -de positieve sera- bij gebruik 
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van M. pneumoniae-antigeen een hogere extinctie zullen hebben, 
tengevolge van specifieke reacties, terwijl de extinctie met con-
trole-antigeen niet verandert, zodat voor deze sera de ratio tus-
sen beide groter is dan die voor negatieve sera. Volgens deze re-
denering moet de ratio voor positieve sera dus gecorreleerd zijn 
met de hoogte van de extinctie in ELISA voor M. pneumoniae· Om-
dat de hoogte van de extinctie bepalend is voor de waarde in E.U. 
van een serum, zal de ratio voor positieve sera ook gecorreleerd 
moeten zijn met het aantal E.U. 
Om deze veronderstellingen te toetsen, onderzochten wij twee 
groepen sera, respectievelijk een groep sera van patiënten met 
serologisch aangetoonde M. pneumoniae-infectie (titerstijging in 
CBR) waarin sera met hoge ELISA-titers voorkwamen (Fig. 5.1., 
A en В), en een groep sera die negatief waren in de "metabolic 
Inhibition test" (MIH) en waarin vermoedelijk vrij veel negatieve 
sera en sera met lage ELISA-titers voorkwamen. Het onderzoek van 
de eerste groep sera dat in de volgende paragraaf (5.4.) wordt 
besproken, leent zich vooral om de specificiteit van ELISA te 
toetsen. Het onderzoek van de tweede groep is vooral geschikt om 
inzicht te verkrijgen in de grens tussen negatieve en positieve 
sera. De laatste groep bestond uit 60 sera uit de serumgroepen 
2.5.1.2. en 2.5.2.1., voorts het zwak positieve controleserum 
(2.7.1.1. en -in ELISA-IgG- het negatieve controleserum voor 
ELISA-IgG (2.7.1.2.) . Van deze sera werden in twee afzonderlijke 
proeven respectievelijk de ratio's in ELISA-IgG en -IgM bepaald 
(de verhouding tussen de extincties met M. pneumoniae-antigeen en 
M. pulmonis-antigeen, bepaald in een serumverdunning van 1:50) en 
het aantal E.U. IgG en IgM berekend (2.2.). De correlatie tussen 
ratio en E.U. werd onderzocht met behulp van de correlatietoets 
van Spearman. 
In ELISA-IgG werd voor de hele groep van 60 sera een posi­
tieve correlatie tussen ratio en E.U. gevonden (R = 0,36, η = 60, 
ρ <0,01). Bij onderzoek van een deel van deze sera bleek er voor 
sera met minder dan 0,7 E.U. IgG geen correlatie te bestaan 
(R = 0,07, η = 39, ρ >0,10), maar wel voor de sera met minder dan 
2 E.U. IgG (R = 0,26, η = 53, ρ = 0,05). Volgens bovenstaande re­
denering omvat de groep sera met minder dan 2 E.U. IgG dus sera 
met specifieke antilichamen en moet de grens tussen positief en 
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Tabel 5.1. Ratio's van negatieve en zwak positieve sera In ELISA-IqG en -IqM 
voor M. pneumoniae 
ELISA-IgG 
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Meetkundig gemiddelde van de ratio (gem); gemiddelde ( log) en standaardaf-
2 
wijking (SD) van de log van de ratio 
''Significant verschil (ρ <0,001, Student's t-toets voor onafhankelijke steek­
proeven) 
n e g a t i e f dus onder 2 E.U. l i g g e n . Ook de r a t i o ' s van de onderzoch­
t e c o n t r o l e s e r a wijzen op een grens tussen 1 en 2 E.U. IgG (Tabel 
5 . 1 . ) . De r a t i o van het negat ieve controleserum i s weliswaar ho­
ger dan de gemiddelde r a t i o van de -zeker n e g a t i e v e - sera met 
minder dan 0,7 E.U.; d i t v e r s c h i l i s echter n i e t s i g n i f i c a n t 
(p > 0 , 1 0 ) . De r a t i o van het zwak p o s i t i e v e controleserum -met 
2,25 E.U. IgG- i s wel s i g n i f i c a n t verhoogd (p < 0 , 0 0 1 ) . 
In ELISA-IgM bestond er voor de h e l e groep van 60 sera een 
zeer s i g n i f i c a n t e , p o s i t i e v e c o r r e l a t i e t u s s e n r a t i o en E.U. 
(R = 0,66, η = 60, ρ <0,001) . Correlatie-onderzoek op een dee l van 
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de sera wijst op een grens tussen 0,7 en 1,0 E.U. (voor sera met 
<0,7 E.U.: R = 0,34, η = 16, ρ >0/10; voor sera met <1,0 E.U.: 
R = 0,52, η = 33, ρ <0,01). Dit is in overeenstemming met de be­
vinding, dat de gemiddelde ratio van sera met 0,7 - 1,3 E.U. ho­
ger is dan die van sera met minder dan 0,7 E.U. (Tabel 5.1.) . Op­
vallend is, dat de gemiddelde ratio van de als negatief te be­
schouwen sera in ELISA-IgM hoger is dan die in ELISA-IgG, terwijl 
de sera toch -afgezien van de gebruikte conjugaten- op dezelfde 
wijze en parallel in ELISA-IgG en -IgM werden onderzocht. Tabel 
5.1. laat bovendien zien dat -volgens bovenstaande redenering­
meer sera positief zijn voor IgM- dan voor IgG-antilichamen. OD 
dit verschijnsel wordt in Hoofdstuk 10 nader ingegaan. 
Samenvattend vonden we in dit onderzoek aanwijzingen dat de 
grens tussen positieve en negatieve sera voor ELISA-IgG ongeveer 
bij 1 à 2 E.U. ligt en voor ELISA-IgM bij 0,7 à 1 E.U. 
5.4. VEEGELIJKING MET CONTFOLE-ANTIGEEN: CORRELATIE-ONDERZOEK 
VAN POSITIEVE SERA 
De in paragraaf 5.2. beschreven serumparen van patiënten met 
een titerstijging in de CBR werden naast elkaar in ELISA-IgG en 
-IgM met zowel M. pneumoniae- als controle-antigeen onderzocht, 
en wel in een serumverdunning van 1:800. De ratio (de verhouding 
tussen de extinctie met respectievelijk M. pneumoniae- en con-
trole-antigeen) werd vervolgens vergeleken met de waarde in E.U. 
van deze sera. De correlatie tussen beide werd onderzocht. 
2 Voor ELISA-IgM bedroeg de correlatie-coëfficiënt r 0,61, 
voor ELISA-IgG 0,66 (Pearson's correlatie). Deze goede correlatie 
wijst er op, dat de ELISA voor M. pneumoniae specifiek is (zie de 
inleiding van de vorige paragraaf). Op grond van dit en het vori-
ge (5.3.) onderzoek besloten wij om -ter vereenvoudiging van de 
procedure- in de verdere proeven het controle-antigeen weg te la-
ten. 
89 
5 . 5 . ONDERZOEK NAAR DE KLASSE-SPECIFICITEIT VAN ELISA-IgG EN -IgM 
De specificiteit van de ELISA ten aanzien van de klasse anti-
lichamen (IgG of IgM) werd onderzocht met behulp van sucrose-gra-
diënt-fracties van twee sera (2.6.). Serum A was een patiëntense-
rum, dat sterk positief was in alle serologische reacties voor 
M. pneumoniae, met 215 E.U. IgG en 220 E.U. IgM. Serum В was se­
rum van een gezonde persoon met 26 E.U. IgG en 2,5 E.U. IgM. De 
fracties werden in één verdunning (1:20) in duplo in ELISA-IgG en 
-IgM onderzocht. Bovendien werden de fracties in tweevoudige ver-
dunningsreeksen vanaf 1:4 in de indirecte haemagglutinatie test 
(IHA) onderzocht. 
De resultaten zijn weergegeven in Fig. 5.2. Er was een goede 
scheiding van IgG en IgM. Uit de figuren blijkt dat de ELISA-IgG 
en -IgM specifiek zijn voor de onderzochte klassen antilichamen. 
In een deel van de IgG-fracties van serum A is enige IgM-activi-
teit: dit zou kunnen berusten op de aanwezigheid van 7-S-IgM 
(monomeer). Opvallend is het kleine topje in de IgM-fractie van 
serum B; dit pleit ervoor dat de zwak positieve reactie van dit 
serum in de ELISA-IgM inderdaad op specifieke IgM-antistoffen te-
gen M. pneumoniae berust. 
De IHA was voor serum В in alle fracties negatief. Het on­
derzoek van serum A laat zien, dat de hoogte van de titers in de 
IHA nauw parallel loopt aan de activiteit in de ELISA-IgM. De IHA 
lijkt dus specifiek IgM aan te tonen. Hierop wordt nader ingegaan 
in Hoofdstuk 6 en 8. 
5.6. COMPETITIE TUSSEN IgM- EN IgG-ANTILICHAMEN 
De dosis-respons curve in ELISA kan in principe -ten gevolge 
van competitie- beïnvloed worden door specifieke antilichamen 
van andere klassen dan die men wil onderzoeken. Op theoretische 
gronden valt het te verwachten, dat ten gevolge van competitie de 
dosis-respons curve lager zal komen te liggen, vooral bij de lage-
re verdunningen (zie Bijlage I.D.4). Vooral IgG- en IgM-antili-
chamen zouden een dergelijk effect kunnen veroorzaken, omdat deze 
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Fig. 5.2.Β. Onderzoek van sermnfracties in ELISA-IgG en -IgM en IHA 
Sucrose-gradiënt-fracties van zwak p o s i t i e f serum (В). De t i t e r in de IHA was 




Fig. 5.3.A. ELISA-IgG: effect 
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Om het effect van competitie te bestuderen, werden IgG- en 
IgM-fracties van twee sera in verschillende verhoudingen bij el­
kaar gevoegd en vervolgens in een ELlSA-IgG en in een ELISA-IgM 
onderzocht. Wij gebruikten de fracties б (IgM-fractie) en 16 (IgG-
fractie) van de sera A en В die in de vorige paragraaf werden be­
schreven. Voor onderzoek in ELISA-IgM werd de IgM-fractie van se­
rum A in een verhouding van 1:25 gemengd met de IgG-fractie van 
serum A en bovendien -afzonderlijk- met de IgG-fractie van se­
rum B. Voor onderzoek in ELISA-IgG werd de IgG-fractie van serum 
A in een verhouding van 1:25 gemengd met de IgM-fracties van se­
rum A en B. De mengsels werden in tweevoudige verdunningsreeksen 
(1:25 - 1:3200) in duplo onderzocht. Als positieve en negatieve 
referentie werden de IgM- en IgG-fracties van serum A (het sterk 
positieve serum), 1:25 verdund in 20% sucrose-oplossing, zowel in 
ELISA-IgG als ELISA-IgM onderzocht, ook weer in een tweevoudige 
verdunningsreeks in duplo. 
De extincties van de 1:25 verdunde referentie-fracties waren 
lager dan men op grond van het verloop van de dosis-respons curve 
bij de overige verdunningen zou verwachten. In deze verdunning 
was de gebruikelijke verdunningsvloeistof (met medium III) niet 
aanwezig. Daarom werden de resultaten van de proeven met de refe­
rentie-fracties en met de mengsels van IgM- en IgG-fracties in 
deze verdunning (1:25) buiten beschouwing gelaten. 
Figuur 5.3. laat de resultaten zien van dit onderzoek. In 
ELISA-IgG blijkt de competitie van IgM-antilichamen van serum А 
tot de theoretisch verwachte daling van de dosis-respons curve 
van de IgG-fractie van serum A te leiden (curve с in Fig. 5.3.Α.), 
vooral in lagere verdunningen. In ELISA-IgM blijken de extincties 
van de IgM-fractie van serum A door de aanwezigheid van de IgG-
fractie van serum A in de hoge verdunningen verhoogd te worden 
(curve с in Fig. 5.3.В.). Deze hogere extinctie kan worden ver­
klaard uit de aanwezigheid van IgM-antilichamen in de IgG-fractie 
van serum A, zoals in de vorige paragraaf werd gevonden, en zoals 
ook het verloop van de curve van de IgM-fractie van serum A in de 
ELISA-IgM (curve a in Fig. 5.3.В.) laat zien. Indien men hiermee 
rekening houdt, is gemakkelijk te zien dat de extincties in lage 
verdunningen relatief verlaagd zijn (de extincties zijn dan zelfs 
lager dan die van de niet gemengde IgM-fractie) . 
93 
De resultaten van dit onderzoek zijn dus in overeenstemming met 
de verwachting dat door competitie door antilichamen van een an­
dere klasse een afwijking van de dosis-respons curve zal ont­
staan, in die zin dat in lagere verdunningen (hoge concentraties) 
verlaging van de extinctie zal optreden. 
Het effect hiervan is in ons systeem gering en levert in de 
praktijk geen problemen op, omdat de titer bij lage extincties 
(overeenkomend met lage concentraties antilichamen) wordt bepaald. 
Zo waren zelfs in de IgG-fractie van serum A (curve a in Fig. 
5.3.В.) waarin zich slechts weinig specifiek IgM en een overmaat 
IgG-antilichamen bevonden, de IgM-antilichamen duidelijk aantoon­
baar. In lage verdunningen (hoge concentraties) zal competitie 
wel een duidelijk effect hebben; de curven met en zonder competi­
tieve antilichamen zullen in dit gebied niet evenwijdig lopen. 
Dit is vooral van belang indien men een titer aan de hand van êén 
serumverdunning bepaalt, omdat men dan uitgaat van de vooronder-
stelling dat de curven evenwijdig lopen (van Loon en van der Veen, 
1980; de Savigny en Voller, 1980). Omdat competitie vooral van 
betekenis zal zijn voor sera met hoge concentraties antilichamen, 
die dus duidelijk positief zijn, is de praktische betekenis hier-
van dubieus. Toch verdient onzes inziens, op grond van dit onder-
zoek, een titratie aan de hand van meer verdunningen de voorkeur 
boven bepaling van de titer op basis van een enkele serumverdun-
ning. 
£.7. ORIëNTEREND ONDERZOEK NAAR DE INVLOED VAN RHEUMA-FACTOR 
Rheuma-factor (IgM-anti-IgG) kan de resultaten van een indi-
recte ELISA voor IgM-antilichamen beïnvloeden. Als een patiënten-
serum specifiek IgG gevat, worden de IgG-antilichamen -evenals 
de IgM-antilichamen- aan het bijbehorende antigeen gebonden. Be-
vat het serum ook nog rheuma-factor, dan wordt de rheuma-factor 
aan het complex van antigeen en IgG-antilichamen gebonden. Dit 
wordt vervolgens door het hierna toegevoegde anti-IgM conjugaat 
aangetoond. Om een indruk te krijgen van de problemen die dit in 
de praktijk voor de diagnostiek van M. pneumoniae-infecties door 
middel van ELISA-IgM zou kunnen opleveren, werden 30 sera onder-
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Tabel 5.2. Verband tussen rheuma-factor en ELISA-IgM voor M. pneumoniae 




















1,7 - 2,4 
3,4 - 5,7 
-
Aantal positieve sera (met >1 E.U. IgM) 
Spreiding in uitkomsten in ELISA-IgM van de positieve sera 
Niet inbegrepen één serum met 7,9 E.U. IgM en 46 E.U. IgG (mogelijk afkom-
st ig van patiënt met recente infectie) 
zocht in ELISA-IgG en -IgM, d i e waren i n g e s t u u r d voor onderzoek 
op rheuma- fac to r ( a f d e l i n g B a c t e r i o l o g i e , hoofd: P ro f . Dr. G . C . J . 
van der P loeg , van h e t I n s t i t u u t voor Medische M i c r o b i o l o g i e ) . 
De r e s u l t a t e n van d i t onderzoek z i j n samengevat i n Tabel 5 . 2 . 
Van de s e r a met een p o s i t i e v e l a t e x - f i x a t i e t e s t ( t i t e r >10) was 
een g r o t e r a a n t a l p o s i t i e f in ELISA-IgM (1 E.U. IgM) dan van de 
s e r a met een n e g a t i e v e l a t e x - f i x a t i e t e s t . Het v e r s c h i l was j u i s t 
2 
s i g n i f i c a n t (p = 0 , 0 5 , X - t o e t s ) . Het i s dus aannemel i jk d a t IgM-
rheumafactor i n de ELISA-IgM voor M. pneumoniae f o u t - p o s i t i e v e 
r e a c t i e s kan v e r o o r z a k e n . De door ons onde rzoch t e s e r a hadden e c h -
t e r l age ELISA-IgM waarden, zodat h e t we in ig w a a r s c h i j n l i j k i s , 
d a t rheuma- fac to r een probleem z a l z i j n voor de d i a g n o s t i e k van 
M. p n e u m o n i a e - i n f e c t i e s , omdat - z o a l s we i n Hoofdstuk 8 en 9 
z u l l e n z i e n - a l l e e n aan hogere waarden (8-16 E.U. IgM en hoger) 
d i a g n o s t i s c h e b e t e k e n i s gehecht mag worden. 
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Hoofdstuk 6 
VERGELIJKING VAN DE ELISA MET BESTAANDE SEROLOGISCHE METHODEN 
Om een indruk te krijgen van de gevoeligheid en de specifi-
citeit van de ELISA-IgG en -IgM voor het aantonen van antilicha-
men tegen M. pneumoniae, vergeleken wij de resultaten van deze 
assays met de uitkomsten van enkele bestaande serologische onder-
zoekmethoden, en wel de complementbindingsreactie (CBR), de meta-
bolic inhibition test (MIH) en de indirecte haemagglutinatietest 
(IHA). 
Wij onderzochten 2 groepen sera. Groep 1 bestond uit serum-
paren van 47 patiënten met een titerstijging in de CBR (2.5.2.2.). 
De eerste sera van deze serumparen waren, op 4 gevallen na, bin-
nen 3 weken na het begin van de ziekte afgenomen. Groep 2 bestond 
uit serumparen, die negatief waren in de CBR (2.5.2.1.) . Van deze 
groep werden alleen de tweede sera onderzocht. 
De ELISA-procedure werd, zoals gebruikelijk, uitgevoerd in 
4 viervoudige verdunningen (2.2.). De procedure voor CBR, MIH en 
IHA is beschreven in 2.3. Twee verschillende methoden werden tel-
kens met elkaar vergeleken door middel van een correlatie-onder-
2 
zoek. De correlatie-coëfficiënt r werd -volgens de methode van 
de kleinste kwadraten- berekend voor de logarithmen van de uit-
komsten, voorzover die in beide onderzochte methoden een meetbare 
uitkomst opleverde. Als meetbare uitkomsten werden titers van 
»4 in de CBR, van »2 in MIH en van »10 in IHA beschouwd, en in 
ELISA een resultaat van tenminste 0,25 E.U. 
Als eerste werden ELISA-IgG en ELISA-IgM met elkaar vergeleken. 
De resultaten van de sera van groep 1 zijn weergegeven in Fig. 
6.1., A en В. Er blijkt een geringe (wel significante) correla­
tie te bestaan tussen de hoeveelheid met ELISA aangetoonde IgM-
en IgG-antilichamen. Titerstijgingen (tenminste tweevoudig) gin­
gen vaak met elkaar samen, zoals Tabel 6.1. laat zien. De resul­
taten van de/sera van groep 2 zijn weergegeven in Fig. 6.1.В. 
Vervolgens werd onderzoek gedaan naar het verband tussen de 
uitkomsten van ELISA-IgM en -IgG en de leeftijd. Voor dit onder­
zoek werden de sera van groep 1 gebruikt. De resultaten zijn weer-
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Fig. 6.I.A. Vergelijking van ELISA-IgG met ELISA-IgM 
De regress i e l i jn i s weergegeven door de getrokken l i j n . Onderzoek van serum-
paren van 47 patiënten met t i t e r s t i j g i n g in de CBR. 
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Tabel 6.1. Associatietabel· van titerstljgingen (tenminste tweevoudig) in 
ELISA-IgG en -IgM van serumparen van patiënten met een titerstij-
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F i g . 6 .1.В. Vergel i jking van ELISA-IgG met ELISA-IgM 
De r e g r e s s i e l i j n i s weergegeven door de ge-trokken l i j n . Onderzoek van 81 sera 
d i e n e g a t i e f waren in de CBR. 
g e g e v e n i n F i g . 6.2., A e n В. B i j p a t i ë n t e n o n d e r 40 j a a r w e r d e n 
- t i j d e n s de r e c o n v a l e s c e n t i e - meer I g M - a n t i l i c h a m e n a a n g e t r o f f e n 
d a n b i j o u d e r e p a t i ë n t e n . Voor I g G - a n t i l i c h a m e n was d i t v e r s c h i l 
n i e t zo d u i d e l i j k . 
F i g . 6 . 3 . Α . , d i e b e t r e k k i n g h e e f t o p o n d e r z o e k m e t s e r a v a n 
g r o e p 1 , l a a t z i e n d a t e r e e n o p v a l l e n d g o e d e c o r r e l a t i e b e s t a a t 
t u s s e n d e u i t k o m s t e n v a n ELISA-IgM e n CBR. De u i t k o m s t e n v a n 
ELISA-IgG e n CBR z i j n m i n d e r goed g e c o r r e l e e r d ( F i g . 6 . 3 . В . ) . U i t 
F i g . 6 . I . A . e n В . , b l i j k t d a t s e r a v a n g r o e p 2 - d i e n e g a t i e v e 
r e a c t i e s h a d d e n i n d e CBR- i n h e t a l g e m e e n n e g a t i e f o f zwak p o ­
s i t i e f w a r e n i n ELISA-IgM e n ELISA-IgG. S l e c h t s z e s s e r a v a n d e z e 
g r o e p h a d d e n w a a r d e n v a n 16 E . U . o f h o g e r i n ELISA-IgG, e n ë ë n 
s e r u m h a d e e n w a a r d e v a n r u i m 16 E . U . i n ELISA-IgM. 
F i g . 6 . 4 . Α . , d i e b e t r e k k i n g h e e f t o p o n d e r z o e k m e t s e r a v a n 
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groep 1, laat een matig sterke correlatie tussen ELISA-IgM en 
metabolic inhibition test (MIH) zien. Er is echter een opvallend 
goede correlatie tussen MIH en ELISA-IgG (Fig. 6.4.В.). Hiermee 
in overeenstemming is, dat van de 30 serumparen in groep 1, die 
in de MIH een tenminste 4-voudige titerstijging hadden, er 29 in 
ELISA-IgG en 26 in ELISA-IgM een titerstijging hadden (25 in bei­
de ELISA's). Ook in groep 2 was er een goede correlatie tussen de 
resulaten in MIH en ELISA-IgG (Tabel 6.2.). Daarentegen werd er 
in deze groep geen correlatie tussen resultaten in ELISA-IgM en 
MIH gevonden. 
Fig. 6.5., A en В, laat de correlatie tussen de resultaten 
in de indirecte haemaggZutinatietest (IHA) en ELISA van de sera 
van groep 1 zien. De correlatie tussen ELISA-IgG en IHA is gering; 
die tussen IHA en ELISA-IgM opvallend goed. Alle sera (33) die een 
spiegel van meer dan 16 E.U. IgM hadden, waren ook in de IHA po­
sitief (met een titer van tenminste 40). Sera die een lagere spie­
gel dan 16 E.U. hadden in ELISA-IgM (55), waren met uitzondering 
van 7 sera, ook negatief in de IHA (titer van 10 of lager). De 
laatstgenoemde 7 sera waren eerste sera van serumparen van patiën-
ten met een duidelijke titerstijging in IgM-antilichamen; ze waren 
zwak positief in ELISA-IgM (1 serum had een spiegel van 1 E.U., 
de overige 6 van 2-4 E.U. IgM-antilichamen). Alle 23 patiënten 
met een tenminste 4-voudige titerstijging in de IHA toonden ook 
een titerstijging in de ELISA-IgG, 21 eveneens in ELISA-IgM. 
Tabel 6.2. Aasociatietabel van de resultaten van ELISA-IgG en MIH van sera 
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Fig. 6.2. Verdeling van IgM-antistoftiters (A) en IgG-antlstoftiters (B) naar 
leeftijd 
Onderzoek van serumparen van 47 patiënten met titerstijging in de CBR. 
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Fig. 6 .3 . Vergelijking van ELISA-IgM (Д) en ELISA-IgG (B) met de CBR 
Onderzoek van seruinparen van 47 patiënten met t i t e r s t i j g i n g in de CBR. De re-
gres s i e l i jn i s weergegeven door de getrokken l i j n . 
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Fig. 6.4. Vergelijking van ELISA-IgH (A) en ELISA-IgG (B) met MIH 
Onderzoek van serumparen van 47 patiënten met titerstijging in de CBR. De re-
gressielijn is weergegeven door de getrokken lijn. 
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Fig. 6.5. Vergelijking van ELISA-IgM (A) en ELISA-IgG (B) met IHA 
Onderzoek van serumparen van 47 patiënten met titerstijging in de CBR. De re-
gressielijn is weergegeven door de getrokken lijn. 
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Geen van de sera van groep 2 was positief in de IHA. Eén se-
rum toonde weliswaar een reactie in de IHA in een verdunning van 
1:10, maar deze uitslag mag niet als positief worden beschouwd. 
Omdat een goede correlatie werd gevonden tussen de resulta-
ten van ELISA-IgM en IHA ontstond het vermoeden dat de IHA uit-
sluitend gevoelig was voor IgM-antilichamen. Dit vermoeden werd 
gesteund door het onderzoek van serumfracties, dat in Hoofdstuk 
5 (Fig. 5.2.Α. en В.) werd beschreven. Om uit te sluiten dat IgG-
antilichamen invloed hadden op de titer in de IHA voerden wij een 
partieel correlatie-onderzoek uit. De sera van groep 1 werden, 
naar het aantal E.U. IgM-antilichamen, ingedeeld in subgroepen, 
respectievelijk met <2 E.U. en met 2-16, 16-128 en »128 E.U. 
Van de 55 sera met minder dan 2 en met 2-16 E.U. IgM-antilichamen 
waren er slechts 7 positief in IHA (deze sera zijn reeds boven 
genoemd). Het was opvallend dat 6 van deze sera hoge titers van 
IgG-antistoffen hadden (>25 E.U.); deze titers hoorden tot de 
hoogste in deze 2 subgroepen. 
In de subgroep met 16-128 E.U. IgM-antilichamen was er geen 
significante correlatie tussen de resultaten in ELISA-IgG en in 
de IHA (n = 17, R = 0,29, ρ >0,10). In de subgroep met meer dan 
128 E.U. IgM-antilichamen was er wel een significante correlatie 
tussen de twee reacties (n = 16, R = 0,65, ρ = 0,01; Spearman's 
correlatietoets). De hypothese dat IgG-antistoffen geen invloed 
hebben op de hoogte van de titer in de IHA moet dus worden ver­
worpen . 
DISCUSSIE 
De vergelijking van ELISA-IgG en -IgM met de bestaande sero­
logische onderzoekmethoden wordt bemoeilijkt, doordat deze laat­
ste zowel IgG- als IgM-antilichamen kunnen aantonen. Omdat de re­
sultaten van ELISA-IgM slechts in geringe mate met die van ELISA-
2 
IgG waren gecorreleerd (r = 0,16), zoals bleek uit het onderzoek 
van de sera van groep 1, was het mogelijk om de beide assays af­
zonderlijk met de bestaande methoden te vergelijken. De geringe 
correlatie hangt -mag men aannemen- samen met een verschillend 
patroon van vorming en afbraak van IgG- en IgM-antilichamen in 
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het verloop van een infectie. 
Het onderzoek naar de samenhang tussen IgM-antilichamen en 
de leeftijd werd verricht, omdat Biberfeld (1971 i) en Skaug et 
al. (1976) bij patiënten op jongere leeftijd hogere spiegels van 
IgM-antilichamen vonden dan op oudere leeftijd. Van de patiënten 
van groep 1 (met een significante titerstijging in de CBR) hadden 
20 van de 31 patiënten, jonger dan 40 jaar, een spiegel van 16 
E.U. IgM-antilichamen of meer; dit was slechts bij 2 van de 16 
patiënten boven 40 jaar het geval. Onze resultaten stemmen dus 
overeen met die van de genoemde auteurs. 
Vergelijkt men de uitkomsten van ELISA-IgG en -IgM met die 
van de CBR, dan blijkt er in de eerste groep sera (patiënten met 
een significante titerstijging in de CBR) een goede correlatie 
2 
te bestaan tussen ELISA-IgM en CBR (r = 0,69) en een minder goe-
de, maar wel significante correlatie tussen ELISA-IqG en CBR 2 (r = 0,36). Bij 5 patiënten -met een hoogste titer in de CBR 
van 32- werd noch in ELISA-IgM, noch in ELISA-IgG een titerstij-
ging gevonden. Dit zou kunnen wijzen op een geringere gevoelig-
heid van de ELISA. Men mag echter, vanwege de selectie van patiën-
tensera op grond van de resultaten in de complementbindingsreac-
tie, de gevoeligheid van ELISA uiteraard niet vergelijken met die 
van de CBR; wel met die van MIH en IHA. Wat de MIH betreft, blijkt 
de correlatie tussen deze methode en ELISA-IgM in de eerste groep 
2 
gering te zijn (r = 0,36). De correlatie met ELISA-IgG is beter 
2 (r = 0,59). Dit wijst er op dat de MIH, zoals door ons uitgevoerd, 
vooral IgG-antilichamen aantoont. In de tweede groep sera (de sera 
die negatief waren in de CBR),. werd geen correlatie tussen MIH en 
ELISA-IgM gevonden. Wel was er weer een goede overeenkomst tus-
sen de resultaten in MIH en ELISA-IgG. Er waren echter 16 sera 
die positief waren in MIH, maar negatief in ELISA-IgG. Het is mo-
gelijk dat dit werd veroorzaakt door een fout-positieve reactie 
in de MIH ten gevolge van groeiremmende antibiotica in de sera 
(Smith en Hermann, 1971). Door de omstandigheid dat antibiotische 
therapie de uitkomsten van de MIH kan beïnvloeden, is het moei-
lijk een goedgefundeerd oordeel te geven over de gevoeligheid van 
ELISA in vergelijking met MIH. 
De uitkomsten van de IHA stemmen goed overeen met de resulta-
ten van de ELISA voor IgM-antilichamen. De laatste reactie was ge-
105 
voeliger dan de eerste. Biberfeld (1968) heeft er reeds op gewe-
zen dat de IHA vooral IgM-antilichamen aantoont. Zij vond echter 
in IgG-fracties van enkele reconvalescentensera een positieve IHA-
reactie. Ook onze resultaten wijzen er op dat de IHA enigszins 
gevoelig is voor IgG-antilichamen. Desondanks is het verband tus-
sen een positieve IHA-reactie en aanwezigheid van IgM-antilicha-
men zo groot, dat de IHA mogelijk gebruikt kan worden voor het 
aantonen van de relatief vroeg tijdens infecties gevormde IgM-
antilichamen en zo voor de "snelle" diagnostiek van M. pneumo-
niae. Onderzoek naar deze mogelijkheid wordt in Hoofdstuk 8 be-
schreven. 
CONCLUSIE 
De resultaten van ELISA-IgM stemmen goed overeen met die van 
de CBR en IHA. De resultaten van ELISA-IgG komen goed overeen mat 
die van de MIH. Deze bevindingen ondersteunen de veronderstelling 
dat met de ELISA voor M. pneumoniae specifieke antistoffen tegen 
M. pneumoniae worden aangetoond. 
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Hoofdstuk 7 
SEROLOGISCH ONDERZOEK EN KWEEKPROEVEN BIJ PATlëNTEN 
In dit hoofdstuk beschrijven wij de uitkomsten van onderzoe-
kingen bij 20 patiënten (2.5.3.)» bij wie naast serologisch onder-
zoek ook kweekproeven op M. pneumoniae waren verricht en van 1 pa-
tiënt met röntgenologisch bevestigde pneumonie (no. 1) van wie 
ббг en na het begin van de ziekte herhaalde malen bloed was af­
genomen, maar geen keeluitstrijk. 
Het doel van dit onderzoek was in de eerste plaats om inzicht 
te krijgen in het verloop van de antistofspiegels tijdens een in­
fectie met M. pneumoniae en daarnaast om een indruk te krijgen 
van de problemen die zich bij de diagnostiek met behulp van ELISA 
kunnen voordoen. 
Dertien patiënten waren in het ziekenhuis (St. Radboudzie-
kenhuis of kinderafdeling van het Canisius-Wilhelminaziekenhuis) 
opgenomen. Acht waren pupillen van het tehuis voor geestelijk ge-
handicapte jongeren "De Binckhorst" te Rosmalen. Bij hen werd on-
derzoek verricht omdat in het tehuis een epidemietje van ernstige 
luchtweginfecties voorkwam. Door de consulterend kinderarts. Dr. 
C.J. van Oostrom, was de vermoedelijke diagnose M. pneumoniae-
pneumonie gesteld. In samenwerking met de arts van het tehuis, 
mevrouw A.C.M. Akkermans-Scholten, werd -tegen het einde van de 
epidemie- materiaal voor onderzoek afgenomen bij 2 patiënten, die 
minder dan 2 weken tevoren geïnfecteerd waren, bij 3 patiënten 
die 5-12 weken tevoren waren geïnfecteerd met verschijnselen van 
pneumonie en bij een aantal pupillen zonder ziekteverschijnselen 
die direct contact hadden gehad met de patiënten. Bij drie van de 
onderzochte contactpersonen was M. pneumoniae geïsoleerd; van hen 
(no. 19, 20 en 21) wordt de uitkomst van de kweekproef en het se-
rologisch onderzoek hier beschreven, niet van de andere onder-
zochte contactpersonen, bij wie het onderzoek negatief was. 
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7.1. ONDERZOEK BIJ PATIëNTElt MET PNEUMONIE DOOR M. PNEUMONIAE 
In Tabel 7.1. zijn de bevindingen bij 10 patiënten bij wie 
de diagnose, M. pneumoniae-pneumonie, vaststond op grond van het 
klinische beeld in combinatie met een positieve kweekproef (9 van 
de 10 gevallen) of een titerstijging in de CBR (1 geval) weerge-
geven. Bij alle 9 patiënten bij wie M. pneumoniae was gekweekt, 
was ook het onderzoek in één of meer serologische reacties posi-
tief. Bij alle 10 patiënten was de ELISA-IgM positief; 9 keer was 
de waarde hoger dan 16 E.U. (argumenten voor de keuze van deze 
grens worden in Hoofdstuk 8 gegeven) en éénmaal (no. 2) bedroeg 
deze 12 E.U. Bij 8 patiënten was er een titerstijging in ELISA-
IgM, bij twee (no. 8 en 10) was er een daling. Ook in ELISA-IgG 
werd bij alle patiënten op twee na (no. 2 en 10) een titerstij-
ging gevonden. 
7.2. ONDERZOEK BIJ PATIëNTEN ZONDER ZEKERE DIAGNOSE 
De bevindingen bij 8 patiënten (no. 11-18) bij wie -naast 
serologisch onderzoek- een kweekproef was verricht, maar van wie 
de diagnose niet vaststaat, zijn in Tabel 7.2. weergegeven. De 
kweekproef was bij hen negatief. Drie van deze patiënten (no. 11, 
12 en 13) hadden pneumonie tijdens de eoidemie in "De Binckhorst". 
Hoewel bij hen de keeluitstrijk en sera te laat waren afgenomen 
om nog een zekere diagnose te kunnen stellen, mag men toch aan-
nemen dat de infectie door M. pneumoniae werd veroorzaakt. De 
-geringe- titerstijging in ELISA-IgG en de titerdaling in ELISA-
IgM van één patiënt (no. 11) en de titerdaling in ELISA-IgG van 
de twee andere, past bij een M. pneumoniae-infectie enige tijd 
tevoren. De volgende patiënt (no. 14) toont een met de eerstge-
noemde patiënt (no. 11) vergelijkbaar verloop van antistoftiters; 
dit zou, mede gezien de hoge titer in de koude agglutinatie kun-
nen wijzen op een -mogelijk al iets langer bestaande- infectie 
met M. pneumoniae. 
De patiënt (no. 15) die een hartoperatie had ondergaan, toon-
de alleen een titerstijging in ELISA-IgG en in de CBR. Titerstij-
gingen ten opzichte van M. pneumoniae werden door Freeman et al. 
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(1973) gezien bij ruim 20% van patiënten die een open hart-opera-
tie hadden ondergaan; het is niet zeker dat deze door een infec-
tie met M. pneumoniae worden veroorzaakt. Bij 3 patiënten (no. 
16-18) werden geen tekenen van een recente infectie door M. pneu-
moniae gevonden. 
Verder zijn in Tabel 7.2. de bevindingen weergegeven bij 3 
contactpersonen zonder ziekteverschijnselen uit "De Binckhorst" 
(no. 19-21), bij wie een kweekproef was verricht met een positief 
resultaat. De infectie had bij hen klaarblijkelijk een subkli-
nisch verloop. Dit kan, blijkens de resultaten bij twee van hen 
(no. 19 en 21), gepaard gaan met hoge spiegels van IgM-antilicha-
men. 
7.3. VERLOOP VAfl ANTISTOFTITERS IN VERSCHILLENDE REACTIES 
De gegevens van Tabel 7.1. geven een indruk over de snelheid 
van vorming van antistoffen in de eerste weken na het begin van 
de ziekte, en -samen met gegevens van Tabel 7.2,- over het ver-
loop van de titers daarna. 
Eerst bespreken wij de resultaten in de eerste drie weken na 
het begin van de ziekte. Hierbij laten wij één patiënt (no. 8) 
buiten beschouwing, omdat deze mogelijk -de dalende titers in 
ELISA-IgM, CBR en IHA wijzen hierop- al langer ziek was dan de 
opgegeven eerste ziektedag aangeeft. 
Van 5 patiënten (no. 3-7) zijn sera in de eerste week van de 
ziekte afgenomen. Van deze sera zijn de titers noch voor IgM-, 
noch voor IgG-antilichamen duidelijk verhoogd. Van 2 patiënten 
zijn sera op de 8e dag afgenomen (no. 2 en 9); deze hebben matig 
verhoogde titers in ELISA-IgM (12 en 4,7 E.U.) en uiteenlopende 
titers in ELISA-IgG (2,1 en 173 E.Ü.). De titer in IHA bedraagt 
20 voor beide sera (juist op de grens tussen positief en nega-
tief) . De sera van 8 patiënten (no. 1, 3-7, 9 en 10) die tussen 
de 13e en de 20e dag zijn afgenomen, hebben alle duidelijk ver-
hoogde titers in ELISA-IgM (16,2-434 E.U.). Bij 7 van de 8 pa-
tiënten (no. 1, 3-7 en 9) zien wij dat de IgM-antistofspiegels 
in de loop van de tweede week stijgen. Deze stijging loopt mees-
tal parallel met die van IgG-antistoffen (uitzondering: no. 6) en 
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Tabal 7.1. tadarzoek van patientai net een pnemcnie door M. ртешспіае 
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In tabel 7.1. ZIJTÌ patienter opgenewnen bij гв de diagnose pneunemie dcor H. рпвитзпъаа vaatetaat. 
In tabel 7.2. zijn opgenomen. S patzénten met een negatieve kweekproef -van urie de eerste S mogelijk toah men infectie met 
M, pnemoniae hadden- en 3 patiënten zonder klimache вугріотвп^ van vie bij oantaet-andarxoek de kueekproef poaitief bleek. 
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van complementbindende antistoffen (uitzondering: no. 2). 
Bij 6 patiënten (1, 4, 6, 7, 8 en 11) van wie gedurende een 
lange periode bloed was afgenomen, werd onderzoek gedaan naar het 
verdere verloop van de antistofspiegels. De maximale spiegel van 
IgM-antistoffen, variërend van 48 tot meer dan 1000 E.U., werd 
bereikt in de loop van de derde week, in één geval (no. 4) enkele 
weken later. Daarna daalde de spiegel vrij snel, na 8-26 weken tot 
waarden van minder dan 16 E.U. Bij twee patiënten (no. 1 en 4) 
werden na 48, respectievelijk 21 weken nog titers van respectieve-
lijk 24 en 114 E.U. gevonden. De maximale spiegels bij de twee 
laatstgenoemde patiënten -die 2^ en 6 weken na het begin van de 
ziekte waren aangetoond- waren zeer hoog (310 en meer dan 1000 
E.U.). Bij 1 patiënt (no. 1) waren na 98 weken nog IgM-antistof-
fen (8 E.U.) aantoonbaar. Dat IgM-antistoffen lang kunnen persis-
teren, werd eerder beschreven door Biberfeld (1971 i) en Skaug 
et al. (1976). 
Zoals in Hoofdstuk 8 zal worden besproken, mag men aannemen 
dat een -in één serum bepaalde- spiegel van IgM-antistoffen van 
16 E.U. of meer diagnostische betekenis heeft. Alle sera van pa-
tiënten met een pneumonie door M. pneumoniae, die meer dan 10 da-
gen en minder dan 7 weken na het begin van de ziekte waren afgeno-
men voldeden aan dit criterium. Lagere waarden, zoals die bij 
twee patiënten (no. 2 en 15) werden gevonden, kunnen een aanwij-
zing voor infectie met M. pneumoniae vormen; bij de interpretatie 
hiervan zal men het klinische beeld moeten betrekken. Dergelijke 
waarden kunnen zeker een argument zijn om, eerder dan qebruike-
lijk, opnieuw bloed af te nemen voor diagnostisch onderzoek, bv. 
reeds na enkele dagen. 
Het verloop van de IgG-antistofspiegels was minder karakte-
ristiek. In sommige gevallen (no. 6, 8 en 11) bleef de spiegel 
constant of steeg nog, terwijl de IgM-antistofspiegel reeds daal-
de. In enkele andere gevallen (no. 1, 4, 7) daalde de spiegel. 
Bij twee patiënten (no. 1 en 7) verliep deze daling min of meer 
parallel aan die voor IgM-antistoffen. Dit is opmerkelijk, omdat 
IgM-antistoffen een kortere levensduur hebben dan IgG-antistoffen 
en men in het algemeen ziet dat titers van IgM-antistoffen na een 
infectie sneller dalen. 
De uitkomsten van de IHA stemmen goed overeen met die van 
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ELlSA-IgM. Alle sera, die tenminste 8 dagen en ten hoogste 7 weken 
na het begin van de ziekte waren afgenomen, waren bij onderzoek 
in de IHA positief (titer groter dan 10). Op de betekenis hiervan 
voor de diagnostiek van M. pneumoniae-infecties wordt in het vol­
gende hoofdstuk ingegaan. 
Ter controle werd in enkele gevallen (no. 1, 4, 6, 7, θ, 11 
en 12) onderzoek door middel van MIH verricht. Men mag aannemen 
dat van de toegepaste reacties de MIH het meest specifiek is, 
mits de patiënten niet met antibiotica zijn behandeld. Bij 5 van 
de 7 onderzochte patiënten werd de diagnose bevestigd op grond van 
de significante titerstijging in MIH. Bij twee patiënten werd in 
het eerste serum reeds een hoge antistoftiter in MIH gevonden 
evenals in andere reacties (respectievelijk in CBR, ELISA-IgM en 
IHA (no. 11) en in ELISA-IgG (no. 12)). De MIH-titer steeg hierna 
en daalde vervolgens geleidelijk. Ook deze laatste bevindingen 
mogen als een bevestiging van de diagnose worden beschouwd. De 
MIH is bewerkelijk en derhalve niet geschikt voor de routine-
diagnostiek. 
CONCLUSIE 
De spiegels van IgM-antilichamen stijgen bij oatiënten met 
pneumonie door M. pneumoniae in de regel in de loop van de tweede 
week om in de derde week of iets later een hoogtepunt te bereiken. 
Duidelijk verhoogde spiegels (van meer dan 16 E.U.) kunnen gedu-
rende lange tijd -8 weken tot een jaar- aanwezig blijven. 
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Hoofdstuk 8 
BETEKENIS VAN ELISA-IgM EN IHA VOOR DE DIAGNOSTIEK VAN 
MYCOPLASMA PNEUMONIAE-INFECTIES 
In de voorafgaande hoofdstukken bleek dat ELISA een gevoeli-
ge en specifieke methode is om antistoffen tegen M. pneumoniae 
aan te tonen. Het aantonen van specifieke IgM-antistoffen wordt 
beschouwd als een waardevol hulpmiddel voor de snelle diagnos-
tiek van vele infecties, omdat deze antistoffen in de regel 
slechts korte tijd (enkele weken tot ten hoogste enkele maanden) 
aantoonbaar zijn. 
Wij verwachtten dat dit ook het geval zou zijn voor M. pneu-
moniae-infecties. Het blijkt echter (Hoofdstuk 9) dat in de "nor-
male" bevolking lage spiegels van IgM-antistoffen aantoonbaar 
zijn. Bij ongeveer 5% van de "normale" bevolking vonden wij 8 of 
meer E.U. IgM-antistoffen, bij ongeveer 1% 16 E.U. of meer (Hoofd-
stuk 9). Deze bevindingen hebben wij gebruikt om een grens te kie-
zen ten behoeve van de diagnostiek (zie hieronder). 
Bij drie groepen patiënten met infecties door M. pneumoniae 
gingen wij retrospectief na of ELISA-IgM een bijdrage zou hebben 
kunnen leveren tot een -snellere- diagnostiek van de infectie. 
Ook de indirecte haemagglutinatietest (IHA) werd in dit onder-
zoek betrokken, omdat deze methode zoals in Hoofdstuk 6 werd be-
schreven, vooral gevoelig is voor IgM-antilichamen. Wij hebben 
niet alleen een titerstijging in de CBR en een positieve uitslag 
van een kweekproef, maar ook een hoge titer (>64) van het eerste 
en tweede serum in de CBR (zonder titerstijging) als criterium 
voor een aanwezige infectie met M. pneumoniae beschouwd. 
De eerste groep bestond uit de 47 patiënten met een titer-
stijging in de CBR (2.5.2.2.), waarvan al in Hoofdstuk 6 de resul-
taten werden beschreven. Vijf van de 47 patiënten bij wie noch in 
ELISA-IgM, noch in ELISA-IgG een titerstijging werd gevonden, wer-
den niet in het in Tabel 8.1. weergegeven onderzoek betrokken, wel 
in Fig. 8.I.A., В. en С. De tweede groep bestond uit 32 patiënten 
met hoge titers in de CBR, zonder titerstijging (titer in beide 
sera van serumparen >64; 2.5.2.3.). De derde groep bestond uit de 
114 
Tabel 8.1. Resultaten van onderzoek door middel van ELISA en IHA bij 84 patiën-

















































'Tussen haakjes: aantal patiënten, van wie het eerste serum positief was 
2Titerstijging tot minder dan 16 E.U. IgM» IHA negatief; geen titerstijging in 
ELISA-IgG. 
Diagnose: koorts (8 maal, waarvan 2 maal met meningitis- en éénmaal met ence-
phalitisverschijnselen); pleuritis, gastroenteritis, Paratyphus (2x), lever-
functiestoornissen, icterus, carcinoom, onbekend. 
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10 patiënten van Tabel 7.1., bij wie de kweekproef positief was 
of een titerstijging in de CBR was aangetoond. 
Als positief (voor het stellen van de diagnose: infectie met 
M. pneumoniae) beschouwden wij de volgende resultaten: voor ELISA-
IgM >16 E.U.; voor IHA een titer van 20 of hoger en voor ELISA-
IgG een tweevoudige titerstijging. 
In Tabel 8.1. worden de resultaten van deze onderzoekmetho-
den in relatie tot de diagnose weergegeven. Bij de 63 patiënten 
met een pneumonie of een -door onvoldoende klinische gegevens-
niet nader omschreven luchtweginfectie ("mogelijke pneumonie") is 
de ELISA-IgM 58 maal (92%) positief en de IHA ook 58 maal. Boven-
dien zou men met ELISA-IgM nog 3 maal een vermoedelijke diagnose 
hebben kunnen stellen op grond van een titer tussen 8 en 16 E.U. 
(zie Hoofdstuk 7.3.) . 
In veel gevallen (37 van de 63, 59%) zou men de diagnose 
hebben kunnen stellen aan de hand van het onderzoek van het eer-
ste serum. Dit hangt samen met het tijdstip na het begin van de 
ziekte, waarop de IgM-antilichamen een niveau met diagnostische 
betekenis bereiken. Bij de 10 patiënten uit Hoofdstuk 7 bleek dit 
meestal in de loop van de 2e week het geval te zijn. Fig. 8.I.A., 
die de groep van 47 patiënten met een titerstijging in de CBR be-
treft, laat zien dat dit ook voor een deel van deze patiënten 
geldt. Tien patiënten tonen een titerstijging tot meer dan 16 E.U. 
IgM-antilichamen (en 2 tot meer dan 8 E.U.). Door middel van in-
terpolatie krijgt men een indruk over het tijdstip waarop dit ni-
veau zou zijn bereikt. Dit lijkt meestal (7 van de 10 gevallen) 
tussen de 10e en 14e dag te liggen. Daarnaast blijkt uit de fi-
guur dat van 11 patiënten het eerste serum, dat na een h tot 1 
week was afgenomen, al positief was. Het is mogelijk dat bij een 
deel van deze patiënten niet de dag van de eerste symptomen, maar 
die van de eerste ernstige ziekteverschijnselen is opgegeven. Dit 
zou het verschil tussen deze groep en de groep van 10 patiënten 
(Tabel 7.1.) kunnen verklaren. De reacties in de IHA van de sera 
van de 47 patiënten tonen een overeenkomstig verloop (Fig. 8.1.С). 
Volgens deze resultaten mag men verwachten dat men in geval 
van pneumonie door middel van ELISA-IgM en IHA aan de hand van 
één serum de diagnose infectie door M. pneumoniae kan stellen. 
Beide methoden waren bij de 63 onderzochte patiënten even vaak 
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positief (92%). Bij 59% was het eerste serum al positief. In deze 
gevallen zou ELISA-IgM of IHA dus zeker tot een snellere diagnos-
tiek hebben bijgedragen. In die gevallen waar het eerste serum 
niet positief is, zou men de diagnostiek mogelijk kunnen versnel-
len, door een 2e serum op de 14e ziektedag, of iets eerder, te 
onderzoeken. Uit ons onderzoek blijkt dat dan, in gevallen van 
pneumonie door M. pneumoniae, de sera meestal positief zijn. Dit 
is, wat betreft de IHA in overeenstemming met de resultaten van 
Taylor (1979; 1980), die opgeeft, dat deze reactie na ongeveer 14 
dagen positief wordt en daarna ongeveer 8-10 weken positief 
blijft. 
De kans dat met ELISA-IgM en IHA een fout-positieve diagnose 
wordt gesteld, is gering. Van 272 door ons onderzochte sera 
(2.5.5.1.; beschreven in Hoofdstuk 9.2.5., Fig. 9.2.) hadden 
slechts 2 een titer van meer dan 16 E.U. IgM-antilichamen (res-
pectievelijk 16,3 en 78 E.U.). Bij onderzoek van sera van 400 ge-
zonde donoren in de IHA werd slechts bij twee van hen een titer 
groter dan 10 gevonden (beide sera hadden een titer van 40; niet 
gepubliceerd onderzoek door Dr. J.G.A. Borghans van het Streek-
laboratorium voor de Volksgezondheid in Nijmegen, 1981). 
Tot nu toe werd de koude-agglutinatiereactie gebruikt voor de 
"snelle" diagnostiek van M. pneumoniae-infecties. Deze methode is 
slechts weinig gevoelig (40-45%) en niet specifiek (zie Hoofdstuk 
1). Er is ons slechts één onderzoek bekend met gegevens over het 
tijdstip waarop de koude-agglutinatiereactie positief wordt, die 
zich lenen voor vergelijking met onze gegeven betreffende ELISA-
IgM en IHA (Biberfeld, 1971 i). Dit onderzoek wijst er niet op 
dat de koude-agglutinatiereactie eerder oositief wordt dan ELISA-
IgM of IHA. ELISA-IgM en IHA verdienen dus de voorkeur boven de 
koude-agglutinatiereactie voor de diagnose van pneumonieën door 
M. pneumoniae. 
Van de 21 patiënten, bij wie (mogelijke) pneumonie niet het 
voornaamste symptoom was (de onderste twee diagnose-groepen in 
Tabel 8.1.), waren 5 positief in ELISA-IgM en 9 in de IHA. Zes-
tien patiënten toonden een titerstijging in ELISA-IgG. Bij deze 
groepen patiënten was diagnostiek aan de hand van één (eerste) 
serum slechts in 2 gevallen mogelijk. Aangezien de aantallen klein 
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Fig. 8 .1 . Verloop van de t i t e r in ELISA en IHA van serunparen van 47 pat iën-
ten in re la t i e t o t de zielcteduur 
A. ELISA-IgM 
B. ELISA-IgG 
C. IHA (de uitkomsten van 19 serumparen met een titer <10 in beide sera zijn 
weggelaten) 
De onderbroken lijn in A en С geeft de grens weer (bij respectievelijk 16 E.U. 
IgM-antilichamen en een IHA titer van 20), waarboven één enkele bepaling 
diagnostische betekenis heeft. 
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zijn, is het wenselijk nader onderzoek te doen naar de diagnos-
tische betekenis van de verschillende onderzoekmethoden bij pa-
tiënten met M. pneumoniae-infecties zonder duidelijke pneumonie. 
CONCLUSIE 
ELISA-IgM en de indirecte haemagglutinatietest zijn geschikt 
voor de diagnostiek van pneumonie door M. pneumoniae. In veel ge-
vallen kan men de diagnose stellen aan de hand van onderzoek van 
éën enkel serum (het eerste serum). De beide methoden kunnen bij-
dragen tot een snellere diagnostiek. Ze zijn specifiek voor M. 




Om inzicht te verkrijgen in de epidemiologie van infecties 
met M. pneumoniae hebben wij onderzoek verricht naar het voor-
komen van antistoffen tegen M. pneumoniae bij 1437 personen van 
verschillende leeftijden. Voor zover ons bekend is, is een sero-
epidemiologisch onderzoek van deze omvang nog niet eerder uitge-
voerd. ELISA lijkt een geschikte methode voor een dergelijk on-
derzoek vanwege zijn gevoeligheid en specificiteit en vanwege de 
mogelijkheid van automatische verwerking van de gegevens. Wij 
hebben in de eerste plaats onderzoek verricht op IgG-antilichamen, 
omdat deze antilichamen in de regel lang aanwezig blijven en de 
aan- of afwezigheid van deze antilichamen dus uitsluitsel geeft 
over een voorafgaande infectie. Daarnaast hebben wij -om een 
indruk te verkrijgen van het voorkomen van IgM-antistoffen en 
van de epidemiologische betekenis hiervan- een deel van de sera 
ook met ELISA-IgM onderzocht. 
Omdat het door ons gebruikte antigeen glycoliniden bevat, 
die kruisreacties kunnen tonen met plantaardige glycolipiden 
(Kenny en Newton, 1973), werd ter vergelijking een klein deel van 
de sera onderzocht met behulp van een commercieel, glycoliDide-
vrij antigeen van M. pneumoniae (Orion-antigeen, Räisänen, 1980) . 
Deze proeven werden eveneens met ELISA uitgevoerd. 
Het onderzoek werd gedaan met sera van patiënten bij wie een 
vermoeden op toxoplasmose bestond. Wij kozen sera uit 1977, het 
jaar voor de epidemie van 1978/1979, 2 à 3 jaar na die van 1974/ 
1975'. Hierdoor is de invloed van de epidemieën op de resultaten 
zo gering mogelijk. Om toch een indruk te krijgen van het effect 
van een epidemie, onderzochten wij sera van één leeftijdsgroep, 
'De jaartallen van de epidemieën zijn af te leiden uit de verslagen van het 
laboratorium voor virologie in de "Berichten uit het Rijks Instituut voor de 
Volksgezondheid", jaargangen 1973-1979. In beide gevallen speelde de epidemie 
zich voornamelijk af in het eerste van de twee genoemde jaren. 
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4 en 5 jaar, uit 1979. Deze leeftijdsgroep werd gekozen, omdat 
epidemieën zich vooral onder kleuters zouden verspreiden (Foy et 
al., 1970) en op deze leeftijd dus het grootste verschil in pre-
valentie en spiegels van antistoffen voor en na de epidemie is te 
verwachten. De resultaten van het serologische onderzoek op M. 
pneumoniae worden in dit hoofdstuk weergegeven en besproken. In 
het volgende hoofdstuk trachten wij op basis van deze resultaten 
aan de hand van katalytische modellen (Muench, 1959) inzicht te 
verschaffen in de epidemiologie van M. pneumoniae-infecties. 
9.1. MATERIAAL EN METHODEN 
De ELISA werd uitgevoerd zoals beschreven in Hoofdstuk 2.2. 
Voor de proeven met eigen (compleet) antigeen werden de sera ver-
dund in PBS/Tween met 40% kweekmedium, de conjugaten in PBS/Tween 
met 10% kweekmedium. Voor de proeven met Orion-antigeen werden 
sera en conjugaten verdund in PBS/Tween met 2% foetaal kalver-
serum. De spiegel van de antilichamen werd uitgedrukt in ELISA-
eenheden (E.U., 2.2.7.). Omdat voor veel berekeningen de loga-
rithme van het resultaat moest worden gebruikt, werden de uit-
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komsten soms als een logarithme uitgedrukt en wel de log van het 
aantal E.U. (weergegeven als TEU). Een verschil van 1 TEU komt 
dan overeen met een tweevoudige verdunning. Sera met minder dan 
0,25 E.U. -waarvan de waarde onnauwkeurig is door extrapolatie 
(Hoofdstuk 5.2.)- werden als "echt" negatief beschouwd. Zij kre-
gen voor een aantal statistische beschrijvingen arbitrair de 
waarde 0,125 E.U. (TEU = -3) toegekend. 
De sera werden geselecteerd uit de sera die in 1977 (en voor 
één leeftijdsgroep in 1979) voor onderzoek op toxoplasmose waren 
ingestuurd. De wijze van selectie en de verdeling van de sera over 
de assays zijn beschreven in 2.5.5. De proeven met de sera uit 
1977 werden met één batch conjugaat uitgevoerd. Voor de proeven 
met Orion-antigeen en die met de sera uit 1979 werd een nieuwe 
batch conjugaat gebruikt. 
De resultaten werden statistisch bewerkt door de Mathematisch 
Statistische Adviesafdeling van de Katholieke Universiteit (Dr. 
J.A.M, van Druten, A. Reintjes). 
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9.2. RESULTATEN 
9.2.1. Conjugaat, inaativeren van sera, verdeling van sera over 
seizoen 
In de loop van het onderzoek toonden de grenswaarde-extinc-
ties voor de berekening van de titers, zoals die voor iedere 
assay werden berekend, een dalende tendens. Dit bleek te berusten 
op teruggelopen activiteit van het conjugaat. Zolang de grens-
waarde-extinctie tenminste 0,065 bedroeg, had de teruggang geen 
duidelijke invloed op de titer. Dit bleek uit de uitkomsten van 
de proeven met de positieve controlesera (die steeds in iedere 
assay werden onderzocht). In de gevallen dat de grenswaarde lager 
was dan 0,065 werd het assay herhaald. 
Vergelijking van de resultaten van proeven met sera uit 1977 
met eigen en Orion-antigeen liet zien dat een aantal sera zeer ho-
ge titers met het eigen antigeen en lage titers met Orion-anti-
geen hadden. Dit betrof sera, die waren geïnactiveerd voordat ze 
werden ingevroren. Deze sera gaven in ELISA met eigen antigeen zo-
wel voor IgG- als voor IgM-antistoffen, een afwijkend patroon te 
zien; bij toenemende verdunning liepen de extincties eerst op, 
daarna af. In de ELISA-IgG met Orion-antigeen was dit nauwelijks 
of niet het geval. Een deel van deze sera had in IHA hoge titers 
en gaf dikwijls ook agglutinatie van de controle-erythrocyten 
(zonder antigeen). Wij besloten daarom om alle sera, die geïnac-
tiveerd waren, uit te sluiten. Hierdoor vielen 329 (22,9%) van de 
onderzochte sera af. 
De uitsluiting van geïnactiveerde sera had geen duidelijke 
invloed op de verdeling van de overblijvende sera naar geslacht, 
geboortedatum of geboortemaand (van de patiënten van wie de sera 
afkomstig waren). Dit had echter wel effect op de verdeling van 
de sera naar maand van inzenden (Tabel 9.1.). Dit zou invloed 
kunnen hebben op het eindresultaat, als de resultaten gecorre-
leerd zouden zijn met de maand van inzenden. Daarom hebben wij 
nagegaan, of er tussen de eerste en tweede helft van het jaar 
verschil was in de relatieve frequentie van sera die positief wa-
ren voor IgG-antilichamen. Hiervoor werden sera van de eerste 7 
123 
Tabel 9.1. Verdeling van onderzochte sera uit 1977 naar maand van Inzenden 








































leeftijdsgroepen gebruikt. In de eerste helft van 1977 was het 
percentage positieve sera iets hoger dan in de tweede helft; het 
verschil was echter niet significant (p = 0,06, gecombineerde 
2 
X -toets). Voor IgM-antilichamen was er geen noemenswaardig ver-
schil (p = 0,76) . 
9.2.2. Positieve controlesera 
De resultaten van de proeven met positieve controlesera met 
behulp van eigen antigeen tonen een opvallend goede overeenkomst 
(Tabel 9.2.). Dit was zowel het geval in de serie proeven met se-
ra uit 1979 als in die met sera uit 1977. Ook tussen de beide se-
ries bestond er een goede overeenkomst. Dit ondanks het feit dat 
in de beide series twee verschillende batches van het conjugaat 
waren gebruikt. Bij onderzoek van de controlesera met Orion-
antigeen werden lagere waarden gevonden. Ook was de inter-assay-
spreiding ervan groter. 
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Tabel 9.2. Gemiddelde titer, standaardafwijking en spreiding van de positieve 





































































η : aantal assays (2 bepalingen per assay) 
E.U.: meetkundig gemiddelden van E.U. van referentiesera 
2 
TGEM: gemiddelde van de log E.U. (TEU) 
S. : inter-assay spreiding (duplo fout) S. 
is tussen TEU. en TEU. (TEU van respectievelijk Ie en 2e bepaling in elk 
assay) ι 1 « l,n. ^ _ ^ ^ _ _ ^ _ ^ 
S : inter-assay spreiding, berekend als volgt: S =y hiSO. 
A/Ed^^n, waarin d. het verschil 
2 2 
+ SD_ ), waarin 
SD. en SD de standaardafwijking van respectievelijk TEU. en TEU_ zijn. 
maximale gevonden verschil tussen TEU. en TEU_ in elke assay 
verschil tussen kleinste en grootste aangetroffen TEU in alle assays 
van elke categorie 
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Fig. 9.1. Vergelijking van ELISA met eigen (compleet) antigeen en met Orion-
antigeen (zonder glycollplden) 
A. ELISA-IgM 
B. ELISA-IgG 
De getrokken l i j n i s de l i j n van equivalentie. 
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9.2.3. Vergelijking van de titers van antistoffen tegen toxoplas-
ma met antistofspiegels voor M. pneumoniae 
Wij hebben nagegaan of er een correlatie bestond tussen de 
antistoftiters in de immunofluorescentiereactie (IFT) op toxoplas-
mose en het aantal E.U. in ELISA-IgM en -IgG op M. pneumoniae. 
Hiervoor werden sera van ëén leeftijdsgroep (20-30 jaar) gebruikt. 
Er werd geen significante correlatie gevonden. 
9.2.4. Vergelijking van Orion-antigeen met eigen antigeen 
Een groep sera werd in ELISA-IgG met eigen en Orion-antigeen 
onderzocht; een deel van deze groep sera werd ook in ELISA-IgM 
met beide antigenen onderzocht. De resultaten werden met behulp 
van correlatie-onderzoek vergeleken (Fig. 9.1., A en В). Er 
werd een positieve correlatie gevonden. De correlatie-coëfficiënt 
voor IgM-antilichamen werd nadelig beïnvloed door een uitschie-
ter. De waarden voor het Orion-antigeen, die op dezelfde wijze 
werden berekend als die voor het eigen antigeen, lagen ongeveer 
2 éen log (overeenkomend met een tweevoudige verdunning) lager 
dan die voor het eigen antigeen. 
9.2.5. Verdeling van antistoftiters (E.U.) naar leeftijd 
Fig. 9.2. en 9.3. tonen de verdeling naar leeftijd van IgG-
en IgM-antistoftiters (uitgedrukt in E.U.) van 272 sera uit 1977 
die zowel in ELISA-IgM als in ELISA-IgG waren onderzocht. Alle 
lage waarden (minder dan 0,25 E.U.) zijn weergegeven in de eer-
ste, gearceerde kolom. De volgende punten van deze histogrammen 
vallen op. 
De verdeling van de IgM-antistoftiters is voor de meeste 
leeftijdsgroepen bij benadering bimodaal. Twee subpopulaties kun-
nen worden onderscheiden, één van sera met zeer lage waarden 
(kleiner dan 0,25 E.U.) die als negatief werden beschouwd, en ëën 
van hogere waarden met een top tussen 1 en 2 E.U. bij jonge kin-
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Fig. 9 . 2 . Verdeling van IgM-antilichamen in 272 sera naar lee f t i jd en aantal 
E.U. 
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Fig. 9 .3 . Verdeling van IgG-antillchamen in 1108 sera naar l ee f t i jd en aantal 
E.U. 
De gearceerde kolommen omvatten de sera met een negatief resultaat en die met 
<0,25 E.U. 
Daar. 
Ook de verdeling van de IgG-antistoftiters is ongeveer bimo-
daal voorzover het sera van personen onder 10 jaar betreft; in één 
leeftijdsgroep (4-5 jaar) ziet men bij de hogere waarden twee top-
pen. De leeftijdsgroepen boven 15 jaar tonen geen bimodale ver-
deling. De eerste top van lage waarden (negatieve sera) ontbreekt. 
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Fig. 9.4. Onderzoek van 272 sera In ELISA-IgM 
Per leeftijdsgroep zijn de relatieve frequenties (fracties) van positieve sera 
weergegeven en het meetkundig gemiddelde (± lx de standaardafwijking van dit 
gemiddelde) van het aantal E.U. van de positieve sera. De katalytische curve: 
0,75 
y ( t ) , -0,009t _,_ -0,75t. . . _ . , (e + e ) i s ingetekend. 
0,75-0,009 
1 3 0 
9.2.6. Bepaling van de grens positie f/negatie f. Relatieve fre-
quentie van positieve sera per· leeftijdsgroep 
Algemeen wordt aangenomen dat lage waarden in ELISA moeten 
worden toegeschreven aan niet-specifieke reacties. Dit fenomeen 
weerspiegelt zich in het bimodale patroon van de verdeling van 
sera van een normale populatie naar antistoftiter (E.U.). De eer-
ste top stelt de groep van niet-specifiek reagerende (negatieve) 
sera voor, de tweede top de sera met antilichamen. Tussen de bei-
de toppen ligt een grens die negatieve van positieve sera onder-
scheidt. Uit de histogrammen 9.3. en 9.4. zou men kunnen afleiden 
dat de grens bij ongeveer 0,5 E.U. (TEU = -1) moet liggen. Om dit 
nauwkeuriger te bepalen, werden de antistoftiters (per leeftijds-
groep) in kleinere klassen ingedeeld, namelijk met stappen van 
0,4 TEU. In de IgM-bepaling bleek er een duidelijke caesuur te 
bestaan tussen TEU = -0,8 en -0,4; in dit traject bevond zich in 
de leeftijdsgroep van 0-15 jaar slechts 1 serum (tegen 9 in het 
traject tussen TEU = -1,2 en -0,8, en 8 in dat tussen TEU = -0,4 
tot 0,0). Dit zou wijzen op een grens tussen TEU = -0,4 en -0,8. 
Een neonaat toonde echter een waarde van -0,3 TEU. Wij hebben 
daarom een voorlopige grens voor IgM-antistoffen gelegd bij 
TEU = -0,2 (0,87 E.U.). De wijze waarop een definitieve grens 
werd gelegd, is hieronder weergegeven. 
De grens voor IgG-antistofwaarden lag ook tussen TEU = -0,8 
en -0,4. Hier was de caesuur niet zo scherp als voor de IgM-anti-
lichamen; in dit traject werden 9 sera gevonden, tegen 9 in het 
traject van TEU = -1,2 tot -0,8 en 15 in het traject van TEU = 
-0,4 tot 0,0. In de leeftijdsgroep boven 20 jaar werden geen 
waarden lager dan TEU = -0,2 vastgesteld. Wij besloten een voor-
lopige grens voor IgG-antistoffen te leggen bij TEU = -0,5 (0,71 
E.U.) . 
Voor een nauwkeuriger bepaling van de grenzen voor IgM- en IgG-
antistoffen hebben wij de volgende berekeningen uitgevoerd, waar-
bij gebruik werd gemaakt van de voorlopige grenzen en van grenzen 
die 1 TEU hoger lagen. In de discussie (9.3.) wordt de achtergrond 
van deze berekeningen toegelicht. Van elke leeftijdsgroep werden 
de meetkundige gemiddelden berekend van de antistoftiters van de 
-als negatief geklassificeerde- sera met een aantal E.U. tussen 
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0,25 E.U. (TEU = -2) enerzijds en de twee grenzen (voorlopige 
grens en grens die 1 TEU hoger ligt, dus resDectievelijk TEU = 
-0,2 en 0,8 voor IgM-antistoffen en TEU = -0,5 en 0,5 voor IgG-
antistoffen) anderzijds. Verder werd voor iedere leeftijdsgroep 
de relatieve frequentie berekend van de positieve sera, die bij 
elk van deze grenzen behoort. Met behulp van de correlatietoets 
van Spearman hebben wij nagegaan of er voor de verschillende 
leeftijdsgroepen een correlatie bestond tussen de bovengenoemde 
gemiddelden en de relatieve frequentie van positieve sera. Dit 
bleek het geval te zijn voor IgM-antistoffen, zowel bij de grens 
TEU = -0,2 (R = 0,82, η = 12) als bij de grens TEU =0,8 (R = 
0,89, η = 13). Voor IgG-antistoffen was dit niet het geval bij 
de grens TEU = -0,5 (R = 0,04, η = 7), wel bij de grens TEU = 
0,5 (R = 0,83, η = 12). 
Op grond van deze bevindingen besloten wij de (definitieve) 
grens voor IgM-antistoffen bij TEU = -0,2 (0,87 E.U.) te leggen, 
voor IgG-antistoffen bij TEU = 0,5 (1,41 E.U.). De met deze gren­
zen bepaalde relatieve frequentie van positieve sera per leeftijds­
groep en het bijbehorende meetkundige gemiddelde van het aantal 
E.U., met inbegrip van de standaardafwijking (± 1 maal) van het 
gemiddelde, zijn weergegeven in Fig. 9.4. voor IgM-antistoffen en 
Fig. 9.5. voor IgG-antistoffen. 
In de leeftijdsgroepen boven 20 jaar wordt bij deze grens 
(TEU = 0,5) een aantal sera als negatief voor IgG-antistoffen be­
schouwd. Op grond van de hierboven beschreven verdeling van de 
IgG-antistoftiters in deze leeftijdsgroepen -die geen top van 
zeer lage E.U.-waarden toont- mag men aannemen dat deze sera wel 
specifieke IgG-antistoffen bevatten, temeer daar in deze groep 
sera geen waarden lager dan 0,9 E.U. voorkwamen. 
9.2.7. Verdeling van positieve seva naar geslacht 
Wij gingen na of er verschillen waren in relatieve frequen­
tie van positieve sera tussen mannen en vrouwen. De sera van kin­
deren van wie het geslacht niet bekend is, werden buiten beschou­
wing gelaten (157 in ELISA-IgG, 45 in ELISA-IgM, allen jonger dan 
6 jaar). Tabel 9.3. geeft een samenvatting van de verdeling van 
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Fraction of positive sera-
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Fig. 9.5. Onderzoek van 1108 зега in ELISA-IgG 
Per leeftijdsgroep zijn de relatieve frequenties (fracties) van positieve sera 
weergegeven en het meetkundig gemiddelde (± lx de standaardafwijking van het 
gemiddelde) van het aantal E.U. van de positieve sera. De katalytische curve: 
y(t) - 1 - e~ 0' l e t is ingetekend. 
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Tabel 9.3. Verdeling van positieve sera naar geslacht 

















































































































































Positief: TEU >-0,2 (0,87 E.U.) voor IgM-antilichamen 
TEU » 0,5 (1,41 E.U.) voor IgG-antilichamen 
2 
'Gemiddelde van de log E.U. (TEU) van positieve sera en standaardafwijking 
van het gemiddelde (S). 
""significant verschil (p <0,001, Student's t-toets voor onafhankelijke 
steekproeven) 
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de positieve sera naar leeftijd en geslacht. 
Zowel voor IgG- als voor IgM-antilichamen waren vrouwen vaker 
positief. Binnen de leeftijdsgroepen waren er echter geen signifi-
cante verschillen. Opvallend is wel dat voor de leeftijdsgroepen 
tussen l¡ en 4 jaar de gemiddelde titer van de meisjes bijna een 
tweevoud hoger was (TEU = 1,66 tegen TEU = 0,68; ρ <0,001, 
Student's t-toets voor onafhankelijke steekproeven). Dit verschil 
in titer werd in alle 3 leeftijdsgroepen tussen \ en 4 jaar ge­
vonden. Het enige andere significante verschil tussen mannen en 
vrouwen is de hogere gemiddelde titer in ELISA-IgG van mannen bo­
ven 40 jaar. Dit blijkt samen te hangen met een hogere frequentie 
van sterk verhoogde titers (>16 E.U.) bij mannen boven 50 jaar 
2 (23/83 tegen 3/92 bij vrouwen; ρ <0,001, X -toets). Win komen 
hierop in Hoofdstuk 10 terug. 
9.2.8. Onderzoek van sera uit 1979 
Van sera uit 1979 werd een groep van 120 sera van de leef­
tijdsgroep 4 en 5 jaar onderzocht in ELISA-IgM en -IgG. De resul­
taten werden vergeleken met die van de sera van dezelfde leef­
tijdsgroep uit 1977. Omdat er geen verschil was in frequentie van 
IgM- en IgG-antistoffen en in titerhoogte tussen sera die in de 
eerste en tweede helft van 1977 waren afgenomen (vergelijk 9.2.1.) 
en dit ook werd gevonden voor de sera van 1979, werden de resul­
taten voor ieder jaar tesamen weergegeven. Tabel 9.4. laat zien 
dat er, wat IgM-antistoffen betreft, slechts geringe (niet sig­
nificante) verschillen in frequentie van positieve sera en in de 
gemiddelde antistoftiter (E.U.) voorkwamen tussen sera uit 1977 
en 1979. IgG-antistoffen kwamen in 1979 vaker voor dan in 1977, 
voorzover het 5-jarige kinderen betrof. Zowel bij 4- als 5-jari­
gen was de gemiddelde IgG-antistoftiter hoger. In Hoofdstuk 10 
wordt op de betekenis van deze verschillen nader ingegaan. 
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Tabel 9.4. Resultaten van ELISA-IgM en -IgG voor M. pneumoniae van sera van 
4- en 5-jarigen uit 1977 en 1979 















































































'Positief: TEU £-0,2 (0,87 E.U.) voor IgM-antilichamen 
TEU » 0,5 (1,41 E.U.) voor IgG-antilichamen 
Gemiddelde van de log E.U. (TEU) van positieve sera en standaardafwijking 
van het gemiddelde (S) 
^Significant verschil (p = 0,03, X -toets) 
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S.3. DISCUSSIE 
Voor het onderzoek werden sera gebruikt van patiënten, bij 
wie een vermoeden op toxoplasmose bestond. Aangezien M. pneumo-
niae luchtweginfecties veroorzaakt en toxoplasmose andere ziek-
tebeelden, lijkt het weinig waarschijnlijk dat er verband zou be-
staaan tussen de reden van inzenden en het bestaan van een infec-
tie met M. pneumoniae. Dit stemt overeen met onze bevindingen. 
Van alle onderzochte sera was er slechts één met hoge IgG- en 
IgM-antistoftiters die zouden kunnen wijzen op een recente in-
fectie (zie Fig. 9.2. en 9.3., 20-29 jaar). Verder bleek er geen 
samenhang te bestaan tussen de aanwezigheid en titer van antistof-
fen tegen toxoplasma en die van antistoffen tegen M. pneumoniae. 
Het lijkt dus aannemelijk dat de gegevens van dit onderzoek een 
goed beeld geven van de situatie onder de gehele bevolking van 
de regio. 
Binnen de gekozen studiepopulatie werd, zoveel mogelijk volgens 
aselecte procedures, een onderzoeksgroep samengesteld. Op de 
volgende punten was de keuze niet aselect. Binnen iedere leef-
tijdsgroep werden de sera in alfabetische volgorde naar de naam 
van de desbetreffende patiënten geselecteerd. Van alle patiënten 
werd, ongeacht of er in een voorgaand jaar al serum was ingezon-
den, het eerste beschikbare serum onderzocht. Voor een deel waren 
dit -vooral in de eerste maanden van het jaar- herhalingssera. 
Hierdoor en omdat -achteraf- geïnactiveerde sera werden uitge-
sloten waardoor vooral sera van januari en februari uitvielen, 
waren de sera niet gelijkmatig over de maanden van het jaar ver-
deeld. De verschillen in frequentie van positieve sera voor IgG-
en IgM-antistoffen tussen sera uit de eerste en tweede helft van 
het jaar waren echter minimaal, zodat aangenomen mag worden dat 
de resultaten ondanks de ongelijkmatige verdeling van de onder-
zochte sera representatief zijn voor de situatie in 1977. 
Uit de proeven met de positieve referentiesera blijkt dat de 
reproduceerbaarheid goed is. Dit geldt voor de proeven met het 
eigen antigeen, in mindere mate voor die met Orion-antigeen. Het 
valt op dat de reproduceerbaarheid binnen de assay niet veel be-
ter is dan die tussen de assays. De maximale verschillen tussen 
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2 bepalingen binnen ëên assay (met het eigen antigeen) bedragen 
minder dan één TEU, hetgeen, gezien de aantallen bepalingen, bete-
kent dat een 2-voudig verschil in E.U. binnen een assay als signi-
ficant mag worden beschouwd. Opvallen is ook de goede overeenkomst 
van de resultaten van de proeven met positieve referentiesera in 
de assays met sera uit 1977 en 1979, ondanks het feit dat ver-
schillende batches conjugaat waren gebruikt. 
De goede correlatie tussen de resultaten van proeven met ei-
gen en Orion-antigeen -dat vrij is van glycolipiden (Räisänen et 
al., 19 80)- wijst er op dat eventuele kruisreacties van het eigen 
antigeen met antistoffen tegen plantaardige glycolipiden (Kenny en 
Newton, 1973) geen of in ieder geval geen belangrijke oorzaak 
zijn van positieve resultaten. Met Orion-antigeen werden lagere 
antistoftiters gevonden dan met eigen antigeen. De oorzaak hier-
van zou kunnen zijn dat het Orion-antigeen gezuiverd is van gly-
colipiden, die de belangrijkste antigene component van M. pneumo-
niae zouden zijn (Placket et al., 1969). De zuivering zou ook de 
oorzaak kunnen zijn van de slechtere reproduceerbaarheid van de 
proeven met Orion-antigeen. Aan de andere kant moet er op worden 
gewezen dat wij slechts globaal onderzoek hebben gedaan naar de 
optimale condities voor de proeven met Orion-antigeen, in het 
bijzonder wat betreft de verdunningsvloeistoffen van sera en con-
jugaat. 
Een onverwacht groot aantal sera toonde een positieve reac-
tie in ELISA-IgM, zij het dat de titers laag waren. Voor epide-
miologische analyse van de resultaten (zie Hoofdstuk 10) is het 
uiteraard van belang zorgvuldig na te gaan of deze resultaten 
specifiek zijn en waar de grens tussen positief en negatief het 
beste gelegd kan worden. 
Uit de in Hoofdstuk 5 tot en met 8 beschreven onderzoekingen 
blijkt dat de door ons toegepaste ELISA inderdaad specifiek is 
voor M. pneumoniae en voor de onderzochte klassen antilichamen, 
respectievelijk IgG en IgM. Ten aanzien van de specificiteit van 
ELISA-IgM voor IgM-antilichamen kan nog worden aangevoerd dat de 
frequentie van positieve sera boven de leeftijd van 30 jaar af-
neemt, terwijl men in het algemeen aanneemt dat de frequentie van 
aspecifieke reacties juist toeneemt met de leeftijd. 
Bij de bepaling van de grens tussen positief en negatief valt 
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het allereerst op dat er voor ELISA-IgM een goede overeenstemming 
bestaat tussen de grens die op basis van de frequentieverdeling 
werd gevonden (TEU = -0,4; 0,75 E.U.) en de grens die werd gevon-
den bij vergelijking van de activiteit van controle-antigeen met 
die van het M. pneumoniae-antigeen (0,7-1,0 E.U., zie 5.3.). Voor 
ELISA-IgG ligt de grens op basis van de frequentieverdeling iets 
lager (0,75 E.U.) dan de grens die in 5.3. werd gevonden (1-2 
E.U.) . 
Om de grens nauwkeurig te bepalen hebben wij de gemiddelde 
titer van een deel van de negatieve sera, namelijk negatieve sera 
met een relatief hoge extinctie (meer dan 0,25 E.U.) vergeleken 
met de relatieve frequentie van positieve sera. De volgende rede-
nering lag hieraan ten grondslag. Als de grens positief-negatief 
hoog gelegd wordt, zal een deel van de positieve sera ten onrech-
te tot de negatieve sera gerekend worden. Dit aantal zal -mits 
de verdeling van de titers van de positieve sera in de verschil-
lende leeftijdsgroepen ongeveer gelijk is- groter zijn naarmate 
er in de leeftijdsgroepen meer positieve sera zijn. Omdat de ge-
middelde titer van deze "fout-negatieve" sera hoger zal liggen 
dan die van de "werkelijk" negatieve, zal de gemiddelde titer van 
de als negatief geklassificeerde sera stijgen met de relatieve 
frequentie van de positieve sera. In plaats van het gemiddelde 
van alle negatieve sera werd het gemiddelde genomen van de nega-
tieve sera met meer dan 0,25 E.U., omdat onder deze grens de uit-
komsten in E.U. onnauwkeurig zijn, en voor een deel (negatief 
aantal E.U.) in een logarithmische berekening niet hanteerbaar 
zijn. De bovengenoemde redenering blijft dan geldig, aangenomen 
dat in alle leeftijdsgroepen de verdeling van de negatieve sera 
naar aantal E.U. gelijk is. Wij vonden een positieve correlatie 
tussen de gemiddelde titer van de als negatief geklassificeerde 
sera (met meer dan 0,25 E.U.) en de relatieve frequentie van po-
sitieve sera bij de grenzen TEU = -0,2 voor IgM-antistoffen en 
TEU = 0,5 voor IgG-antistoffen. Men moet dus aannemen dat bij de-
ze grenzen een aantal positieve sera ten onrechte als negatief 
wordt beschouwd. Hier staat tegenover dat het niet uit te sluiten 
is, dat bij deze grenzen een aantal negatieve sera fout-positief 
wordt ingedeeld. Gezien de frequentieverdeling lijkt het onwaar-
schijnlijk dat deze aantallen groot zijn. Bovendien moet men reke-
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ning houden met "bijzondere" aspecifieke reacties, zoals de fout-
positieve uitkomsten die in ELISA-IgM door rheuma-factor kunnen 
worden veroorzaakt (5.7.). Voor onderzoekingen naar prevalentie 
acht men het optimaal, dat fout-positieve en fout-negatieve reac-
ties elkaar in evenwicht houden (Rose en Barker, 1978). Hoewel 
het niet precies is vast te stellen waar de grens ligt, waarbij 
dit het geval is, lijkt de optimale situatie goed benaderd te 
worden door bovengenoemde grenzen te hanteren. 
9.4. CONCLUSIE 
Sera van 1437 personen werden met ELISA-IgG en van 360 per-
sonen met ELISA-IgM op antilichamen tegen M. pneumoniae onder-
zocht. Proeven met positieve controlesera toonden aan dat de uit-
komsten van ELISA-IgG en -IgM goed reproduceerbaar waren. Sera, 
die geïnactiveerd waren (22,9%) bleken afwijkende uitkomsten op 
te leveren; deze werden bij de bewerking van de resultaten uit-
gesloten. De overige sera toonden een goede correlatie tussen de 
resultaten van proeven met eigen en Orion-antigeen. Dit wijst er 
op dat kruisreacties van eigen antigeen met plantaardige glyco-
lipiden geen belangrijke invloed op de resultaten hebben. Op 
grond van een aantal overwegingen en berekeningen werd een be-
paalde grens vastgesteld voor de scheiding van positieve en nega-
tieve sera. De grens voor ELISA-IgM lag bij 0,87 E.U. (TEU = -0,2) 




EPIDEMIOLOGIE VAN MYCOPLASMA PNEUMONIAE-INFECTIE 
In dit hoofdstuk beschrijven wij eerst zowel voor IgG-anti-
lichamen als voor IgM-antilichamen, het patroon van relatieve 
frequenties van seropositieve personen per leeftijdsgroep (kort-
weg aan te duiden als: het patroon). Vervolgens zullen wij met 
behulp van mathematische modellen het waargenomen Datroon trach-
ten te verklaren en berekeningen uitvoeren om het aantal besmet-
tingen (deze term wordt hieronder, 10.2., gedefinieerd) per jaar 
te bepalen. Hiervoor maken wij gebruik van de modellen van 
Muench (1959) . Omdat het door ons gevonden patroon voor IgG-anti-
lichamen niet goed met de modellen van Muench verklaard kan wor-
den, hebben wij getracht een mathematisch model op te stellen, 
dat het waargenomen patroon beter verklaart. 
10.1. BESCHRIJVING VAN DE WAARGENOMEN PATRONEN 
In het vorige hoofdstuk zijn de relatieve frequenties van 
sero-positieve personen per leeftijdsgroep berekend. Door middel 
van twee reacties, ELISA-IgM en ELISA-IgG, werden positieve sera 
opgespoord. De uitkomsten waren niet gelijk. 
Het patroon van IgM-antilichamen (Fig. 9.4., Fig. 10.1.) 
toont een snelle stijging tot de leeftijd van ongeveer 5 jaar. 
Daarna blijft de relatieve frequentie van positieve sera onge-
veer constant op een niveau van 0,9, tot de leeftijd van 30 jaar. 
Vervolgens treedt een geleidelijke daling op, zodanig dat bij 
personen boven 60 jaar in ongeveer 40% van de onderzochte sera 
IgM-antilichamen werden aangetoond. 
In ELISA-IgG (Fig. 9.5., Fig. 10.2.) is in de eerste levens-
maanden de frequentie van -moederlijke- antilichamen hoog. Van-
af de leeftijd dat deze zijn verdwenen (in de loop van het eerste 
halve levensjaar), zien we een stijging van de relatieve frequen-
tie, die iets minder steil is, dan die in ELISA-IgM werd gevonden, 
tot een top van bijna 0,5 op 2-jarige leeftijd. Daarna is de re-
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latieve frequentie tot 5-jarige leeftijd ongeveer constant op een 
wat lager niveau (ongeveer 0,35). Vervolgens treedt een -aanvan-
kelijk, tussen 5^- en 7-jarige leeftijd, sterke- toename van het 
aantal positieve sera op (de sera van 1979 tonen een dergelijke 
sterke toename tussen 4- en 5-jarige leeftijd. Tabel 9.4.). Ten-
slotte toont het patroon een geleidelijke stijging totdat, vanaf 
ongeveer 20-jarige leeftijd, vrijwel alle sera positief zijn. 
Vergelijking van de resultaten in ELISA-IgG en -IgM laat 
zien dat in de leeftijdsgroepen tot 8 jaar de frequentie van IgM-
antilichamen hoger is dan die van IgG-antilichamen. Dit is omer-
kelijk omdat IgM-antilichamen na een infectie meestal korter aan-
toonbaar blijven dan IgG-antistoffen; men zou dus juist het omge-
keerde verwachten. 
10.2. BEREKENINGEN MET DE MODELLEN VAN MUENCH 
Zoals door Muench (1959) werd beschreven, kan men met behulp 
van katalytische modellen een verklaring geven voor patronen, die 
men in sero-epidemiologische onderzoeken kan waarnemen. Hij gaat 
uit van een -voor alle leeftijden- constant aantal besmettingen 
per jaar. Onder besmettingen worden in dit verband verstaan, die 
besmettelijke contacten (effectieve besmettelijke contacten), die 
-bij vatbare (niet-immune) personen- tot een infectie aanleiding 
geven. In onze situatie betrekken we alleen infecties waarbij an-
tistoffen tegen het infectieuze agens (in ons geval M. pneumoniae) 
geïnduceerd worden (besmettingen, die niet tot seroconversie aan-
leiding geven, worden buiten beschouwing gelaten). Als maat voor 
de besmettingsintensiteit gebruikt Muench de "infection rate", 
weergegeven met de parameter a. De "infection rate" of infectie-
druk is het gemiddelde aantal besmettingen -als hierboven gede-
finieerd- per individu per jaar. 
Uitgaande van de constante infectiedruk a heeft Muench ver-
schillende katalytische modellen opgesteld. De drie modellen, die 
voor ons onderzoek van belang zijn, verschillen met betrekking 
tot het wel of niet persisteren van antistoffen na een infectie 
en het wel of niet ontstaan van blijvende immuniteit na een in-
fectie. 
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Het eerste model gaat er vanuit dat na een infectie levens-
lang antistoffen aantoonbaar blijven. De relatie tussen de rela-
tieve frequentie van seropositieve personen y(t), en de leef-
tijd t, kan worden weergegeven door de volgende formule: 
y(t) = 1 - e"at (1) 
waarin: y(t) = relatieve frequentie van seropositieve per-
sonen op leeftijd t 
a = infectiedruk 
t = leeftijd 
De functie y(t) beschrijft een curve, die asymptotisch tot 1 na-
dert (zie bv. de curve in Fig. 9.5.). Met deze formule kan men 
berekenen dat bij een infectiedruk van 0,7, na het eerste jaar 
slechts 0,5 deel van de bevolking een infectie zal hebben doorge-
maakt; de infectiekans per jaar bedraagt in dit geval dus 0,5. 
Dit hangt samen met het feit dat gedurende het jaar het aandeel 
van de vatbare -c.q. seronegatieve personen- waarop de infec-
tiedruk inwerkt, kleiner wordt. 
Het tweede model gaat er vanuit dat antistoffen na een infec-
tie weer verdwijnen -d.w.z. niet meer aantoonbaar zijn, "nega-
tieve seroconversie"- en dat ook de immuniteit daarbij verdwijnt 
(seronegatieve personen zijn dus weer vatbaar). Als parameter voor 
het tempo van negatieve seroconversie gebruikt Muench de -con-
stante- "reversion rate" b, die zo gekozen is, dat l/b overeen-
komt met de gemiddelde tijdsduur waarin antilichamen na een in-
fectie aantoonbaar zijn. De relatie tussen de relatieve frequen-
tie van seropositieve personen y(t) en de leeftijd t kan nu wor-
den weergegeven met de formule: 
a 
y(t) (1 - e ( a + b ) t) (2) 
a + b 
waarin: b = "reversion rate": parameter voor het tempo van 
negatieve seroconversie 
Deze functie beschrijft een curve ("reversible catalytic curve", 
Muench) die asymptotisch tot een waarde a/(a + b) (dus kleiner 
dan 1) nadert (zie bv. Fig. 10.1., curve 2). 
Het derde model gaat ervan uit dat antistoffen na een infec-
tie weliswaar verdwijnen, met een constante "reversion rate" b, 
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maar dat immuniteit tegen reïnfectie blijft bestaan (deze immu-
niteit hangt dus niet samen met het aantoonbaar zijn van de be-
treffende antilichamen). De relatie tussen de relatieve frequen-
tie y(t) en de leeftijd t kan nu worden weergegeven met de for-
mule: 
a 
y(t) = (e"bt - e"at) (3) 
a - Ь 
Deze functie beschrijft een curve ("two stage catalytic curve", 
Muench), die tot een hoogste punt, kleiner dan 1, stijgt en ver­
volgens asymptotisch tot 0 daalt (zie bv. de curve in Fig. 9.4.). 
De afleiding van deze formules is door Muench (1959) gegeven. 
Het is mogelijk met behulp van deze modellen de infectiedruk 
a en de "reversion rate" b (en de periode l/b, waarin antilicha­
men na een infectie aantoonbaar zijn) te berekenen. Muench be­
schreef voor de berekening van a en b een methode, waarbij men 
gebruik maakt van nomogrammen. In onze studie zijn de parameters 
a en b met behulp van gewogen, niet-lineaire regressie berekend, 
met als meetpunten de relatieve frequentie van positieve sera en 
het klassemidden van elke leeftijdsklasse. Die modellen werden 
voor de berekeningen gebruikt, waarvan de curve volgens boven­
staande beschrijving overeenkwam met het waargenomen patroon. In 
de berekening werden de meetpunten van de jongste leeftijdsklasse 
niet betrokken: in ELISA-IgG vanwege de aanwezigheid van moeder­
lijke antilichamen en in beide onderzoeken omdat de leeftijdsver­
deling binnen deze klasse niet homogeen was. 
Voor de meetpunten in ELISA-IgM tussen 0,5 en 30 jaar werden 
de curven berekend met behulp van de formules (2) en (3) (Tabel 
10.1., Fig. 10.1.) en met model (3) voor meetpunten tussen 0,5 
en 60 jaar (Tabel 10.1., Fig. 9.4.). Model (2) blijkt voor de la­
gere leeftijden een betere aanpassing te geven; de infectiedruk 
a bedraagt volgens dit model 0,90; antilichamen zouden gemiddeld 
10 jaar aantoonbaar zijn. Als men ook de leeftijdsgroepen tot 60 
jaar in de berekening betrekt, kan alleen model (3) een goede aan­
passing geven; de infectiedruk is dan 0,75 en de antilichamen zou­
den gemiddeld 110-140 jaar aantoonbaar blijven. Wij hebben voor 
de meetpunten in ELISA-IgM ook curven berekend, op basis van de 
veronderstelling, dat kinderen tot k jaar immuun zouden zijn. 
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ПЫХ 10.1. Sttologlaeh oiderzoek Ы] pereenen van тегвАШепйе leeftijdsklaeeen door middel van ÎXISA-I^ 
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Best-passende curven In ELISA-IgM Age ( years) [t] 
De fracties van seropositieve personen in de leeftijdsgroepen t o t 30 jaar zijn 
weergegeven. Ingetekend zijn de curven volgens model (2) en volgens model (3). 
De bijbehorende parameters a en b worden gegeven in Tabel lO.l .a. 
Dit r e s u l t e e r d e voor b e i d e model len i n s l e c h t e r e a a n p a s s i n g e n . 
Voor de b e r e k e n i n g e n van I g G - a n t i l i c h a m e n hebben wi j de lee f­
t i j d s g r o e p e n o n d e r v e r d e e l d ( z i e Tabel 1 0 . 1 . ) . De r e l a t i e v e f r e ­
q u e n t i e van s e r o p o s i t i e v e p e r s o n e n n a d e r t t o t 1; d i t zou p l e i t e n 
voor een a a n p a s s i n g volgens model ( 1 ) . Omdat model (2) ( e v e n a l s 
model (3)) o v e r g a a t i n model (1) a l s de p a r a m e t e r b g e l i j k i s aan 
0, kozen wi j voor model ( 2 ) . Hierdoor waren wi j i n s t a a t de hypo­
t h e s e -b = 0- t e t o e t s e n d . w . z . de hypothese d a t a n t i l i c h a m e n 
na i n f e c t i e l e v e n s l a n g aantoonbaar b l i j v e n . De u i t k o m s t e n van de 
modelaanpass ing voor meetpunten t u s s e n k en 30 j a a r v o l g e n s model 
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(2) zijn gegeven in Tabel 10.2., de curve is weergegeven in Fig. 
9.5. De berekende parameter b verschilt niet significant van 0. 
Hieruit zou men kunnen afleiden dat IgG-antilichamen levenslang 
aantoonbaar blijven. 
Het valt echter op dat de infectiedruk (0,18) veel lager is 
dan die (0,75 - 0,9) volgens de berekeningen voor IgM-antilicha-
men. Bovendien is de aanpassing van de curve voor IgG-antilicha­
men slecht voor leeftijden tot б jaar; voor 3 groepen (i-l; l-l*i 
en 5 jaar) ligt de curve niet binnen het 99% betrouwbaarheidsin­
terval van de waargenomen relatieve frequenties. De eenvoudige 
katalytische modellen (1) en (2) geven de relatie tussen leeftijd 
en relatieve frequenties van positieve sera voor IgG-antilichamen 
dus niet goed weer. 
10.3. MODEL MET PRIMAIRE EN SECUNDAIRE INFECTIES 
In de volgende beschouwing hebben wij getracht een aanzet 
te geven tot een mogelijke verklaring van het gevonden patroon 
voor IgG-antilichamen. Deze verklaring berust op een aantal (5) 
veronderstellingen, die ontleend zijn aan de epidemiologie en 
immuniteit van M. pneumoniae-infecties. 
1. We gaan ervan uit dat in de epidemiologie van M. pneumoniae-
infecties twee soorten besmettingen kunnen worden onderscheiden, 
die wij aanduiden als lichte en zware besmettingen. Een zware 
besmetting is een besmetting met een -gemiddeld- grotere dosis 
M. pneumoniae dan een lichte besmetting. 
2. We veronderstellen, dat na een primaire infectie -hetzij door 
een lichte, hetzij door een zware besmetting- (Dartiële) immuni-
teit ontstaat, terwijl IgG-antistoffen verdwijnen. Secundaire in-
fecties kunnen -door de aanwezige immuniteit- niet ontstaan en 
induceren derhalve niet opnieuw antistoffen. Tot zover komen de 
veronderstellingen overeen met die van het bovengenoemde model 
(3) volgens Muench. 
3. We veronderstellen echter bovendien dat de door de primaire 
infectie opgewekte immuniteit alleen bescherming biedt tegen se-
cundaire infecties tengevolge van een lichte besmetting. Tenge-
volge van een zware besmetting kan de immuniteit worden doorbro-
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ken, zodat zich wel een secundaire infectie ontwikkelt, onder vor-
ming van antistoffen. 
4· Verder veronderstellen we dat de serologische "respons" na se-
cundaire infectie sterker is -tengevolge van een "booster" ef-
fect- dan die na een primaire en dat dientengevolge antistoffen 
na secundaire infectie persisteren en levenslang aantoonbaar blij-
ven. 
5. Wij gaan er tenslotte van uit dat de kans op een lichte besmet-
ting op verschillende leeftijden -bij goede benadering- constant 
is, terwijl de kans op zware besmetting aanvankelijk geleidelijk 
toeneemt met de leeftijd en dat na verloop van tijd -op kleuter-
schoolleeftijd- een maximale constante infectiekans ontstaat. 
In de literatuur zijn aanwijzingen die deze veronderstellin-
gen steunen. In de eerste plaats ten aanzien van de doorbreking 
van de immuniteit tegen M. pneumoniae. Zo is het volgens Fernald 
et al. (1975) aannemelijk dat infecties die gepaard gaan met kli-
nische symptomen, meestal zijn voorafgegaan door primaire "sensi-
biliserende infecties", die geen of slechts geringe ziektever-
schijnselen veroorzaken. Verder hebben wij er in Hoofdstuk 1 
(paragraaf: Transmissie) op gewezen dat voor het ontstaan van 
ziekte, in het bijzonder pneumonie, waarschijnlijk een grotere 
dosis M. pneumoniae nodig is dan voor infectie zonder noemens-
waardige ziekteverschijnselen. De kans om met een grote dosis 
M. pneumoniae besmet te worden, zal toenemen naarmate het aan-
tal contacten toeneemt in frequentie en intensiteit. Dit is voor-
al het geval op de kleuterleeftijd wanneer de kinderen op school 
aan intensieve besmetting door klasgenoten zijn blootgesteld. Op 
deze leeftijd wordt inderdaad de grootste frequentie van pneumo-
nieën door M. pneumoniae gevonden (Foy et al., 1970). Dat secun-
daire infecties een krachtiger serologische "respons" opwekken 
dan de primaire infecties, stemt overeen met de algemene immuno-
logische opvattingen hierover. Dit verschijnsel is bij vele virus-
infecties waargenomen, evenals bij vaccinaties tegen bacteriële 
infectieziekten. 
Op basis van bovengenoemde veronderstellingen werd een mathe-
matisch model opgesteld. De parameters voor dit model werden ver-
kregen door de volgende voorwaarden aan te nemen: 
a.. Wij nemen aan dat lichte besmettingen -als niet tevens een 
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zware besmetting is opgetreden- aanleiding geven tot primaire 
infecties met een constante infectiedruk a (deze infectiedruk 
door lichte besmettingen zal kortheidshalve worden aangeduid als 
1-infectiedruk). Na deze primaire infecties verdwijnen de anti-
lichamen met een constante "reversion rate" b. Omdat volgens 
bovengenoemde veronderstelling 2. immuniteit voor lichte besmet-
tingen bestaat, wordt de relatieve frequentie van seropositieve 
personen, die geen zware besmettingen hebben ondergaan, op leef-
tijd t weergegeven door bovengenoemde formule (3) volgens Muench. 
b. Ten aanzien van de zware besmettingen nemen wij aan dat deze 
statistisch onafhankelijk zijn van de lichte besmettingen. Nu wor-
den drie situaties onderscheiden: 
1 er is uitsluitend één zware besmetting opgetreden; wij nemen aan 
dat na infectie op deze wijze antilichamen gedurende een perio-
de van l/b jaar aantoonbaar zijn (even lang als gemiddeld na 
primaire infecties ten gevolge van lichte besmetting); 
2 er zijn twee of meer zware besmettingen opgetreden: wij nemen 
aan dat dit heeft geresulteerd in een secundaire infectie, waar-
na sera blijvend positief zijn; 
3 er is één zware en tenminste één lichte besmetting -ongeacht 
de volgorde- opgetreden: ook in dit geval nemen wij aan dat 
een secundaire infectie met blijvend aantoonbare antilichamen 
is opgetreden. Deze voorwaarde is -voorzover een lichte be-
smetting na een zware tot een secundaire infectie aanleiding 
geeft- niet geheel in overeenstemming met bovengenoemde ver-
onderstellingen 2. en 3. Deze voorwaarde werd aangenomen ter 
vereenvoudiging van het mathematisch model; wij zullen hier-
onder trachten na te gaan in hoeverre hierdoor de resultaten 
volgens dit model afwijken van die met een model, dat geheel 
in overeenstemming is met de veronderstellingen (het "exacte" 
model). 
c. Ten aanzien van de infectiedruk tengevolge van zware besmet-
tingen (aangeduid als z-infectiedruk) nemen wij aan dat deze na 
verloop van tijd nadert tot een maximale constante infectiedruk 
(γ). Vervolgens nemen wij aan dat de met de leeftijd toenemende, 











waarin: λ(t) = z-infectiedruk 
t = leeftijd 
γ = maximale (asymptotische) z-infectiedruk 
β = leeftijd t, waarop λ(t) = γ^ 
ex = parameter voor de steilheid van de curve; 
op leeftijd t = В is de hellingshoek gelijk 
aan αγ 
Onder bovengenoemde voorwaarden kan, met behulp van kansbe­
rekening, worden afgeleid dat p(t), d.i. de relatieve frequentie 
van seropositieve personen op leeftijd t, gegeven wordt door de 
volgende complexe formule: 
p(t) = 1 - β~μ(ί:) (1 - y(t)) voor t «l/b j 
1(5) 
p(t) = 1 - e~ y ( t ) (1 - y(t) + (p(t) - w(d))e"at) voor t »l/b } 
waarin: p(t) = relatieve frequentie van positieve personen 
op leeftijd t 
y(t) = curve volgens (3) met parameters a en b 
Ύ
 1 + ea(t-f}) 
P(t) = - (In + e _ ) 
α 1 + e α β 
d = l/b 
(Het mathematische model (5) werd opgesteld door Drs. J.A.M, van 
Druten.) 
De modelfunctie (5) heeft 5 parameters a, b, а, В en γ, waarvan 
de betekenis eerder in de tekst is gegeven. Door toepassing van 
gewogen (gesegmenteerde) niet-lineaire regressie (NLIN-procedure, 
Statistical Analysis System) is getracht deze curve aan te pas­
sen aan de meetpunten. Het blijkt dat het hier genoemde model (5) 
curven beschrijft, die overeenkomen met het waargenomen patroon 
voor IgG-antilichamen. Ofschoon de aanpassing aan de meetDunten 
redelijk is (zie Fig. 10.2.), zijn de schattingen van de parame­
ters niet nauwkeurig, zoals onder meer blijkt uit het feit dat de 
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Tabel 10.2. Serologisch cntorzœk bij регвопвп van vervchlllende ImftljdaXlaeaen door middel van QJSA-IgG 
a. ParaiEterB vror de "reversible catalytic curve" (2) ' еті van de curve TOlgens imdel (5) ' net de kleinate reelduele kwadratenaon 
(berekend over de leeftijden ^ - 30 jaar; aantal meetpunten - 15) 
Model' (1-) Infectiedru)^ "гн егеідп rate"' Parargtare' voor z-lnfectledruk λ(ί) vlq. (<)' Realduele kwadrataieaB 
а b а В у 
(2) 
(5) 
0,1В f 0,03 
0,70 ί 0,20 
-0,0005 ± 0,004 
0,66 ! 0,44 
46,4 
11,8 
Ь. иааічицшп en berekende relatieve frequentleB van eeropoeltlevoi реве leeftljdaqrn^. De met behulp van natel (2) ' en (5) l 
berekende relatieve frequentlee zi^n weer^egevoi, aaien met de volgens (S)1 berekente totale Infectledruki a + X(t). 

























































































































'De cijfers tuaaei haakjes verwij zei naar de famile· In d· tekst. 
zBerek0ide wuirde en etandaardafwljkingj de getallei voor ncdel (5) geldei ilechta hij benadering gezien de, in de tekat 
beeproken ргоЫшип bij de aanpa—ing. 
'De Infectiedruk kan alle «narden boven 0 лалпвлвп; afhankelijk van de netpunten ook weardan groter dsi Ij in dit geval 
naderde de infectiedruk aaynptotiech tot 1,0003. 
152 
Fraction of positive sera 




Age (years) [ t ] 
Fig. 10.2. Voorbeeld van een aanpassing volgens model (5) aan de resultaten 
in ELISA-IgG 
De fracties van seropositieve personen in (onderverdeelde) leeftijdsgroepen tot 
30 jaar zijn weergegeven. De volgende curven» met de parameters a, b, α, θ en 
γ zoals weergegeven in Tabel 10.2.a., zijn weergegeven: p(t) - curve volgens 
model (5); y(t) - theoretisch curve volgens (3); X(t) = symmetrisch-logisti-
sche functie (4) (kans op z-besmetting) j5 3 
modeloplossing afhankelijk is van de uitgangswaarden, die worden 
opgegeven voor de niet-lineaire regressie-berekening. Gezien deze 
aanpassingsproblemen -die mede veroorzaakt werden door het gerin­
ge aantal meetpunten- wordt hierna volstaan met een globale be­
schrijving van de resultaten. 
Bij verschillende uitgangswaarden werden verschillende curven 
(modeloplossingen) gevonden. Hieronder worden van de curven met de 
beste aanpassingen (gemeten aan de residuele kwadraatsommen) de 
berekende waarden voor de parameters gegeven. Deze waarden lagen 
altijd binnen de 95%-betrouwbaarheidsgrenzen van de waarden die 
voor curven met minder goede aanpassingen werden gevonden. 
Voor de 1-infectiedruk a werden waarden van 0,70 - 0,75 ge­
vonden. De maximale z-infectiedruk γ bedroeg 0,28 - 0,30. De leef­
tijd t = β, waarop de z-infectiedruk het sterkst toeneemt, bedroeg 
3,3 - 3,5 jaar. De andere 2 parameters waren minder nauwkeurig; 
de "reversion rate" b bedroeg 0,6 - 0,8 (IgG-antilichamen zouden 
dus ongeveer 1^ jaar na een primaire infectie aantoonbaar blijven) 
en de parameter voor de toename-snelheid van de z-infectiedruk a 
bedroeg 0,8 - 1,2. Als voorbeeld worden de curve (Pig. 10.2.) en 
de parameters en standaardafwijkingen (Tabel 10.2.) van de model­
oplossing met de beste aanpassing (met de kleinste waarde van de 
som van de kwadratische residuen) gegeven. Deze curve ligt binnen 
de 95%-betrouwbaarheidsgrenzen van alle meetpunten. 
10.4. ONDERZOEK VAN ANDERE MODELLEN MET PRIMAIRE EN SECUNDAIRE 
INFECTIES 
Om na te gaan of de veronderstellingen, die aan model (5) ten 
grondslag liggen, noodzakelijk zijn, gingen wij na wat voor in­
vloed het weglaten of vervangen van telkens één van deze veronder-
stellingen had. Nadat het mathematische model (5) overeenkomstig 
aangepast was, werd telkens getracht een curve volgens het gewij-
zigde model aan te passen. Meestal traden hierbij soortgelijke 
aanpassingsproblemen op als bij het oorspronkelijke model (5); 
hieronder wordt telkens de curve met de beste aanpassing vergele-
ken met de hierboven beschreven curve volgens model (5). 
In de eerste plaats gingen we na wat het effect was van de 
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veronderstelling, dat na een primaire infectie geen immuniteit 
voor lichte besmettingen optreedt. In formule (5) moet y(t) vol­
gens formule (3) dan vervangen worden door y(t) volgens formule 
(2). Met de zo gewijzigde formule (5a) traden dezelfde aanpas­
singsproblemen op als bij het oorspronkelijke model (5). De ge­
vonden waarden voor de 1-infectiedruk α (0,75) en voor de maxima­
le z-infectiedruk γ (0,3 - 0,33) weken weinig af van de hierboven 
beschreven waarden. De waarden voor de overige parameters! b 
(1,15), a (11,1 - 13,3) en 3 (4,9 - 5,2) waren hoger. De beste 
curve toonde een ongeveer even goede, of iets betere aanpassing 
dan die van het oorspronkelijke model. Op mathematisch-statisti­
sche gronden kan men dus geen voorkeur uitspreken voor model (5a) 
of (5). 
Op de volgende overwegingen geven wij toch de voorkeur aan 
het oorspronkelijke model (5) . De curve van de z-infectiedruk 
A(t), die men met de parameters van (5a) kan berekenen, heeft een 
duidelijk ander verloop dan de curve in Fig. 10.2. Tot de leef­
tijd t = β (ongeveer 5 jaar) blijft λ(t) vrijwel gelijk aan 0; 
dan volgt een abrupte stijging tot een plateau dat vrijwel gelijk 
is aan de maximale z-infectiedruk γ (0,30 - 0,33). Het lijkt wei­
nig waarschijnlijk dat een dergelijke abrupte stijging van de in-
fectiedruk overeenkomt met het werkelijke verloop van de kans op 
zware besmettingen. Bovendien is de leeftijd (5 jaar) waarop deze 
stijging optreedt, hoger dan met het begin van de kleuterschool­
leeftijd overeenkomt. Tenslotte treden volgens de uitkomsten van 
dit model een aantal secundaire infecties op -tengevolge van 
lichte besmettingen- die geen "booster" serologische respons op­
wekken; dit is in strijd met bovengenoemde immunologische opvat­
tingen over secundaire infecties. 
Hierna gingen we na of het waargenomen patroon ook verklaard 
kan worden op basis van de veronderstelling dat er slechts ëên 
soort infectie voorkomt (die in aard overeenkomt met infectie 
door zware besmetting) en dat deze soort infectie -met een met 
de leeftijd toenemende frequentie- zowel primaire als secundaire 
infecties veroorzaakt. Dit werd onderzocht door in model (5) de 
1-infectiedruk a = 0 te stellen (5b). Hiermee kon geen curve wor-
den verkregen die goed overeenkwam met onze waarnemingen. Hiermee 
in overeenstemming is ook dat volgens de meeste modeloplossingen 
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van (5) -en ook van (5a)- de ondergrens van het betrouwbaarheids-
interval voor a boven 0 lag. Binnen het door ons beschreven model 
lijkt de veronderstelling van het bestaan van lichte besmettingen 
noodzakelijk. 
Vervolgens hebben wij getracht na te gaan of kan worden aan-
genomen dat de z-infectiedruk constant is. Onder handhaven van de 
overige voorwaarden, ontstond een eenvoudiger model (5c). De re-
sulterende curve -die niet de boven beschreven aanpassingspro-
blemen opleverde- toonde toch een matige aanpassing (de residuele 
kwadratensom bedroeg 25; vgl. Tabel 10.2.). Voor alle meetpunten 
tussen 2 en 6 jaar werden te hoge waarden gevonden. De veronder-
stelling dat de z-infectiedruk variabel is geeft dus duidelijk 
betere resultaten en lijkt dus noodzakelijk binnen het model. 
Tenslotte gingen we na, wat het effect was van de veronder-
stelling dat een zware besmetting in alle gevallen -zowel bij 
primaire als bij secundaire besmetting, onafhankelijk van een 
voorgaande primaire infectie- infectie veroorzaakt met vorming 
van antistoffen, die levenslang aantoonbaar blijven. Op basis van 
deze veronderstelling ontstaat een eenvoudiger model (5d); het 
eerste deel van formule (5) geldt dan namelijk voor het hele leef-
tijdstraject, waarbij het tweede deel vervalt. Dit model (5d), 
resulteert -met dezelfde aanpassingsproblemen- in een vrijwel 
even goede aanpassing als (5), met bijna dezelfde waarden voor de 
parameters. Dat een zware besmetting uitsluitend een sterke sero-
logische "respons" opwekt als ze voorafgegaan is door een primaire 
infectie, is dus niet een noodzakelijke voorwaarde voor het model, 
op basis van onze gegevens. De geringe verschillen in uitkomsten 
tussen dit en het oorspronkelijke model hangen samen met het 
-volgens beide modellen (5) en (5d)- zeer geringe deel van de 
primaire infecties dat door zware besmettingen wordt veroorzaakt. 
Volgens de voorwaarden in model (5) (zie paragraaf 10.3., voor-
waarde b.3.) zou dit kleine aantal personen bovendien al snel na 
de primaire infectie blijvend seropositief zijn tengevolge van, 
hetzij een zware, hetzij een lichte besmetting. 
In het "exacte" model -dat geheel in overeenstemming is met 
de veronderstellingen 1 t/m 5 en dat wij alleen theoretisch kun-
nen analyseren- zouden na een primaire infectie door zware be-
smetting, slechts tijdelijk antilichamen aantoonbaar zijn. Een zo 
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geïnfecteerde persoon zou -volgens dit model In vergelijking met 
model (5)- pas later blijvend seropositief worden^ nl. uitslui-
tend na secundaire infectie ten gevolge van een (in vergelijking 
met de totale frequentie van lichte en zware besmettingen minder 
vaak voorkomende) zware besmetting. Volgens dit "exacte" model 
zouden personen na primaire infectie dus -na negatieve sero-
conversie- gedurende een gemiddeld langere periode seronegatief 
blijven dan volgens model (5) . Mogelijk zou dit tot een iets be-
tere aanpassing van de curve op jonge leeftijd (tot ongeveer 4 
jaar) kunnen leiden. Omdat het verschil tussen model (5) en het 
"exacte" model -naar verwachting- slechts een klein deel van 
alle personen betreft, zal de curve volgens het "exacte" model 
slechts weinig verschillen van de curven die wij met model (5) 
berekenden. 
10.S. DISCUSSIE 
Om de resultaten betreffende het voorkomen van IgG-antilicha-
men in verschillende leeftijdsklassen te kunnen verklaren, stel-
den wij op basis van literatuurgegevens een hypothese op die be-
rust op de veronderstellingen dat er twee soorten infecties be-
staan: primaire infecties met een zwakke serologische respons en 
secundaire infecties met een krachtige respons ten gevolge van 
een "booster" effect en twee soorten besmettingen: lichte en 
zware besmettingen, de laatste met variabele frequentie en in 
staat om de immuniteit na primaire infectie te doorbreken. Deze 
hypothese ligt ten grondslag aan het mathematische model (5). 
In dit model wordt de infectiedruk (het gemiddelde aantal 
effectieve besmettingen per individu per jaar) door lichte be-
smettingen constant gesteld en die door zware besmettingen weer-
gegeven door een symmetrische logistische curve (4). Dit is 
slechts een benadering van de werkelijke infectiedruk. Ten aanzien 
van lichte besmettingen bijvoorbeeld, zou men op de kleuterschool-
leeftijd -net als bij de zware besmettingen- een toename van de 
infectiedruk verwachten. Op die leeftijd zal een dergelijke toe-
name echter weinig invloed op de resultaten hebben, omdat volgens 
onze berekeningen meer dan 95% van de kinderen op die leeftijd 
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immuun is voor lichte besmettingen. Het effect van de periodiek 
terugkerende epidemische verheffingen -die, naar men mag aanne-
men, samenhangen met een (tijdelijk) verhoogde infectiedruk-
worden in dit model eveneens buiten beschouwing gelaten. 
Met het model (5) kunnen curven worden verkregen, die goed 
met onze resultaten in ELISA-IgG overeenkomen, beter dan die welke 
met de modellen van Muench (1959) worden verkregen. Dit geeft 
steun aan de hypothese die er aan ten grondslag ligt. De goede 
overeenstemming van de berekende totale infectiedruk (0,7 - 0,9 
in de eerste 4 levensjaren. Tabel 10.2.) met die welke aan de hand 
van de resultaten in ELISA-IgM werd gevonden (Tabel 10.1.), geeft 
ook steun aan de hypothese. 
Wij vonden, dat als men telkens éën van de veronderstellingen 
van de hypothese weglaat of verandert, dit in het algemeen tot 
minder aanvaardbare oplossingen leidt. Alleen ten aanzien van de 
veronderstelling (model 5d) dat een zware besmetting in alle ge-
vallen -onafhankelijk van een eventuele voorgaande infectie-
infectie veroorzaakt met vorming van antistoffen die levenslang 
aantoonbaar blijven, konden wij geen uitspraak doen. In feite 
maakt het voor de resulterende curve en parameters weinig uit of 
men model (5d) dan wel het ongewijzigde model (5) toepast, omdat 
-volgens de berekeningen in beide modellen- het aandeel van pri-
maire infecties ten gevolge van zware besmettingen in het totaal 
aantal van primaire infecties zeer klein is en de verschillen tus-
sen deze modellen alleen op dit deel van de primaire infecties 
betrekking hebben. In model (5d) worden dus de meeste infecties 
met vorming van antilichamen die blijvend aantoonbaar zijn, voor-
afgegaan door een eerdere infectie, in model (5) alle infecties. 
Beide mogelijkheden zijn in overeenstemming met de hypothese van 
Fernald et al. (1975), dat pneumonieën door M. pneumoniae meestal 
voorafgegaan worden door lichte -naar zij aannemen- "sensibili-
serende" infecties. Uit onze berekeningen volgt dat de grootste 
frequentie van secundaire infecties op de (kleuter)schoolleeftijd 
optreedt; dezelfde leeftijd waarop ook de grootste frequentie van 
pneumonieën wordt gevonden (Foy et al., 1970; Foy et al., 1979). 
In ons model wordt verondersteld dat er na primaire infecties 
(partiële) immuniteit ontstaat. Er zijn aanwijzingen dat de immu-
niteit op oudere leeftijd, dus na secundaire infecties, evenmin 
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absoluut is, gezien de frequentie van klinische infecties op oude-
re leeftijd (Foy et al,, 1979) en het voorkomen van herinfecties 
(Foy et al., 1971 i en ii). Omdat herinfecties in een sero-epide-
miologisch onderzoek bij seropositieve personen moeilijk aan te 
tonen zijn, gaan we hier niet nader op in. 
De immuniteit na secundaire infecties, al is deze beperkt, 
zou (mede) verantwoordelijk kunnen zijn voor de periodieke epide-
mische verheffingen -om de 3 tot 5 jaar (Noah en Urquhart, 1980)-
van M. pneumoniae-infecties. Men neemt wel aan dat periodiek te-
rugkerende epidemieën van bv. mazelen, rode hond en bof, samen-
hangen met het ontstaan van een voldoende grote groep vatbare 
individuen. Deze groep neemt tussen de epidemieën in grootte toe 
en tijdens de epidemieën weer sterk af. Als dit ook voor M. pneu-
moniae-infecties geldt, zal dit zich vooral bij kleuters manifes-
teren, omdat kleuters waarschijnlijk de belangrijkste schakel 
zijn in de verspreiding van M. pneumoniae-infecties (Foy et al., 
1970). Wij vonden onder de vijfjarigen in 1977 -vóór de epidemie 
van 1978/1979- een geringer aantal voor IgG-antilichamen sero-
positieve kinderen dan onder de vijfjarigen in 1979 (Tabel 9.3. ) ; 
ook de gemiddelde antistoftiter was bij de eerstgenoemde kinderen 
lager. Tussen de leeftijd van 4 en 5 jaar zagen wij een sterke 
stijging in frequentie van positieve sera onder de sera uit 1979. 
Een soortgelijke stijging deed zich voor tussen 5^ en 7 jaar onder 
de sera uit 1977. Hieruit kan men afleiden dat er in 1977 inder-
daad meer vatbare kinderen waren dan in 1979. Men kan berekenen 
dat de sterke stijging voorkwam bij die kinderen die tijdens de 
voorafgaande epidemie (1974/1975, respectievelijk 1978/1979; zie 
noot bij Hoofdstuk 9) ongeveer 4 jaar waren, dus juist de kleuter-
school bezochten. Het wisselende patroon naar duur, intensiteit 
en frequentie van de epidemische verheffingen van M. pneumoniae 
(Foy et al., 1979) kan er op wijzen dat naast immuniteit ook an-
dere, nog onbekende factoren -bv. veranderingen van antigene 
componenten, waarnaar nog vrijwel geen onderzoek is verricht-
invloed hebben op de epidemiologie van M. pneumoniae. 
Het verschil in relatieve frequentie van positieve sera tus-
sen mannen en vrouwen (Tabel 9.3.) is zo klein, dat er geen be-
zwaar tegen is de resultaten als één geheel te onderzoeken. Het 
was opvallend dat de titer van IgM-antistoffen bij de onderzochte 
159 
meisjes in de leeftijdsgroepen tussen h en 4 jaar (12 van de 12 
positief; gem. titer 3,2 E.U.) aanzienlijk hoger was dan die bij 
de jongens van deze groepen (12 van de 17 positief; gem. titer 
van de positieve sera 1,6 E.U.). Dit zou er op kunnen wijzen, dat 
meisjes na een infectie met M. pneumoniae meer (gedurende langere 
tijd) specifieke IgM-antistoffen vormen dan jongens. Op deze leef-
tijd is er -zoals ook voor andere luchtweginfecties wordt gevon-
den- een duidelijk verschil tussen jongens en meisjes ten aanzien 
van het voorkomen van klinisch manifeste infecties: Foy et al. 
(1979) vonden bij jongens jonger dan 5 jaar een ruim driemaal ho-
gere frequentie van pneumonieën door M. pneumoniae dan bij meisjes 
van dezelfde leeftijd. De aard van ons onderzoek laat geen con-
clusies toe ten aanzien van een eventuele samenhang tussen deze 
twee, van het geslacht afhankelijke, verschillen in reactie op 
infectie met M. pneumoniae. 
De hogere frequentie van sera met hoge IgG-antistoftiters 
bij mannen boven 50 jaar (9.2.7.) zou kunnen wijzen op een hogere 
frequentie van (ernstige) infecties bij hen dan bij vrouwen. Dit 
is in overeenstemming met de resultaten van Foy et al. (1979), die 
op alle leeftijden, behalve tussen 20 en 40 jaar, bij mannen vaker 
pneumonieën door M. pneumoniae zagen dan bij vrouwen; in verhou-
ding tot de totale incidentie was -met uitzondering van de hier-
boven genoemde leeftijdsgroep onder 5 jaar- het verschil het 
grootst boven 50-jarige leeftijd. 
Wat betreft het voorkomen van IgM-antilichamen vinden wij dat 
voor de leeftijdsgroepen tot 30 jaar zowel model (2) als model (3) 
van toepassing kunnen zijn. Model (2) resulteert in de beste aan-
passing. Als we de berekeningen toepassen op de leeftijdsgroepen 
tot 60 jaar, levert alleen model (3) een goede aanpassihg op met 
parameters die goed overeenkomen met die van hetzelfde model voor 
de groepen tot 30 jaar. Model (3) gaat uit van volledige immuni-
teit na een infectie, model (2) van volledige vatbaarheid na het 
verdwijnen van de antilichamen (zie 10.2.). Zoals we reeds eerder 
opmerkten, bestaat er na infectie door M. pneumoniae waarschijn-
lijk een partiële (geen volledige) immuniteit, zodat het niet 
verwonderlijk is dat beide modellen niet geheel passen. Volgens 
beide modellen is de infectiedruk hoog, respectievelijk 0,9 en 
0,75. De berekende infectiedruk is nog hoger, wanneer we aannemen 
160 
dat kinderen gedurende de eerste 3 levensmaanden immuun zijn. De 
aanpassing van de curven is dan echter slechter. Dit is een aan-
wijzing dat er op zuigelingenleeftijd geen (absolute) bescherming 
tegen infectie met M. pneumoniae bestaat. Dit lijkt in strijd met 
de bevindingen van Foy et al. (1979) die bij kinderen, jonger dan 
een half jaar, vrijwel geen infecties zagen. Mogelijk berust dit 
verschil op het feit dat hun onderzoek (vrijwel) uitsluitend be-
trekking had op infecties met duidelijke klinische verschijnselen 
(pneumonieën). 
Uit de berekende waarden voor de "reversion rate" b is af te 
leiden dat ΙσΜ-antilichamen na een infectie langdurig aantoonbaar 
blijven, gemiddeld 10 jaar volgens model (2) en 110-140 jaar vol­
gens model (3) (Tabel 10.1.a.). De hoge frequentie van personen 
met IgM-antilichamen -ongeveer 90%(!) voor personen van 5 tot 
30 jaar- hangt hiermee samen. Tussen 2 en 8 jaar is de frequen­
tie van personen met IgM-antilichamen zelfs hoger dan van die 
met IgG-antilichamen. Dit vonden wij al eerder in een groep sera 
van personen van 2-10 jaar, die beschreven werd in Hoofdstuk 5.3. 
In het daar beschreven onderzoek werden de uitkomsten van proeven 
met M. pneumoniae-antigeen vergeleken met die met controle-anti-
geen. De bevindingen wezen er op dat de aangetoonde IgM-antili­
chamen specifiek zijn. Andere argumenten voor de specificiteit 
van de aangetoonde IgM-antilichamen werden in Hoofdstuk 9 gegeven. 
Ter verklaring van het persisteren van IgM-antilichamen tegen 
M. pneumoniae zou men kunnen overwegen dat M. pneumoniae zelf, 
ergens in het lichaam, persisteert en daardoor een langdurige 
IgM-"respons" oproept. Persisteren van IgM-antilichamen ziet men 
soms bij chronische hepatitis B; meestal is dan ook hepatitis B-
antigeen aantoonbaar, hetgeen wijst op een persisterende infectie 
(Niermeyer en Gips, 1978; Gerlich eb al., 1980; Krijger et al., 
1981; Tedder en Wilson-Croome, 1981). Ook bij syphilis -een aan­
doening, waarbij zoals bekend, de verwekker langdurig persisteert-
zijn gedurende langere tijd IgM-antilichamen aantoonbaar. Deze 
IgM-antilichamen verdwijnen indien tijdig adequate behandeling 
wordt topgepast (Shannon en Booth, 1977). Deze twee voorbeelden 
wijzen er op dat langdurige aanwezigheid van IgM-antilichamen kan 
samenhangen met persisteren van de ziekteverwekker. 
Dat dit ook voor M. pneumoniae zou gelden, lijkt op het eer-
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ste gezicht onwaarschijnlijk, omdat M. pneumoniae slechts bij 
acute aandoeningen of -bij jonge, gezonde kinderen (Canchóla 
et al., in: Brunner et al., 1977 ii)- voorbijgaand in de lucht-
wegen kan worden aangetoond. Buiten de luchtwegen is M. pneumo-
niae alleen bij ernstige (letale) infecties en bij patiënten met 
stoornissen in de immuunafweer (Hoofdstuk 1) gevonden. Het is dus 
niet duidelijk hoe en waar M. pneumoniae zou kunnen persisteren. 
Onlangs werd M. pneumoniae echter aangetoond in "buffy coat" 
en liquor van een patiënt met het syndroom van Guillain-Barré 
(Bayer et al., 1981; zie Hoofdstuk 1, Isolatie). In dit onderzoek 
lukte het niet M. pneumoniae met de conventionele kweektechnieken 
aan te tonen. Dit zou er op kunnen wijzen, dat M. pneumoniae in 
een vorm kan voorkomen, die niet op de thans in gebruik zijnde 
voedingsbodems gekweekt kan worden en dat deze vorm zich in het 
lichaam kan verspreiden of dat M. pneumoniae -na invasie in het 
lichaam- van vorm kan veranderen. 
Dat Mycoplasma-soorten kunnen persisteren blijkt uit onder-
zoek bij dieren. Persisterende infecties met verschillende, voor 
dieren pathogène Mycoplasma-soorten zijn beschreven (Tully en 
Whitcomb, 1979) . Persisterende infecties in gewrichten -o.a. 
door M. arthritidis en M. pulmonis bij muizen, M. synoviae bij 
kuikens en M. hyorrhinis en M. hyosynoviae bij varkens- zijn het 
meest uitvoerig onderzocht (Cole en Ward, 1979) . 
Van M. hyorrhinis is een -in vitro- obligaat parasitaire 
vorm beschreven, die zich alleen in levende cellen (celkweek) kan 
vermenigvuldigen (Hopps et al., 1973). Het lukte slechts onder 
bepaalde omstandigheden, en dan nog niet altijd, om deze vorm op 
conventionele wijze (op agar) te kweken. Indien van M. pneumoniae 
ook een dergelijke vorm -in vivo- bestaat, zou dit de hierboven 
genoemde bevindingen van Bayer et al. kunnen verklaren. 
Het onderzoek van Bayer et al. (1981) wijst op een mogelijke 
relatie tussen de aanwezigheid van (een bepaalde vorm van) M. pneu-
moniae en het syndroom van Guillain-Barré. Het is denkbaar dat 
een dergelijke relatie ook bestaat voor andere met Mycoplasma sa-
menhangende aandoeningen van het zenuwstelsel, de huid (erythema 
exudativum multiforme) en de gewrichten, die nu zoals in Hoofdstuk 
1 werd beschreven, worden toegeschreven aan auto-immuunDrocessen. 
De hypothese dat de langdurige aanwezigheid van IgM-antili-
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chamen wordt veroorzaakt door persisteren van M. pneumoniae, wordt 
slechts gesteund door indirecte aanwijzingen, maar verdient, ge-
zien de mogelijke implicaties, nader onderzoek. 
10.6. CONCLUSIE 
De resultaten van het sero-epidemiologisch onderzoek op 
M. pneumoniae kunnen worden verklaard op basis van de veronderstel-
ling dat er twee soorten infecties bestaan: primaire infecties met 
een zwakke serologische respons en secundaire infecties met een 
krachtige respons ten gevolge van een "booster" effect en twee 
soorten besmettingen: lichte en zware besmettingen, de laatste 
met variabele frequentie. Voor primaire infecties zou de infec-
tiedruk (aantal effectieve besmettelijke contacten per individu 
per jaar) ongeveer 0,75 - 0,90 zijn. Na een primaire infectie 
zouden IgG-antilichamen kort (gemiddeld ongeveer I's jaar) aantoon-
baar blijven, IgM-antilichamen langer. De infectiedruk voor secun-
daire infecties -die alleen door zware besmetting zouden kunnen 
ontstaan- zou lager zijn dan die voor primaire infecties; 
deze infectiedruk zou met de leeftijd toenemen tot een maximum 
van ongeveer 0,3 op de kleuterschoolleeftijd. Na secundaire in-
fecties zijn IgG-antilichamen levenslang aantoonbaar; IgM-anti-
lichamen zeer lang (mogelijk ëën tot enkele decennia). De lang-
durige aanwezigheid van IgM-antilichamen zou kunnen wijzen op 
persisteren van M. pneumoniae. 
Vergelijking van de frequentie en de titers van antilichamen 
in sera van kinderen uit 1977 en uit 1979 geeft aanwijzingen dat 
het periodiek terugkeren van epidemische verheffinoen van M. pneu-
moniae-infecties samenhangt met de immuniteit van kleuterschool-
kinderen. 
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BIJLAGE I. THEORETISCHE OVERWEGINGEN BIJ ELISA 
Α. REACTIES IN DE INDIRECTE SANDWICH-ELISA VOOR ANTILICHAMEN 
In de indirecte sandwich-ELISA voor antilichamen vinden de 
volgende reacties plaats, nadat het antigeen is geabsorbeerd aan 
de wand: 
I. Ag + Ab •+ AgAb 
Ag = antigeen 
Ab = antilichaam 
II. AgAb + Ab X * AgAbAb* 
Ab x = conjugaat 
III. AgAbAb* 
OPD + H 2 0 2 — »-S 
OPD = substraat 
S = geoxydeerd substraat (kleurstof) 
IV. De extinctie van de ontstane kleurstof wordt met behulp van 
een spectrophotometer gemeten en is een maat voor de omge­
zette hoeveelheid kleurstof. 
In deze samenvatting zijn de reacties slechts schematisch weerge­
geven. In eerste instantie zullen we er van uitgaan, dat ze in êën 
richting (naar rechts) verlopen. Vervolgens zullen we nagaan wat 
de gevolgen zijn van het feit dat met name reactie I. en II. even-
wichtsreacties zijn, voor het verloop van de dosis-respons curve. 
S. MODEL VOLGENS EVENREDIGHEDEN 
- Als alle, in het serum aanwezige, antilichamen door het antigeen 
worden gebonden, geldt: 
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l^ AgAbJ = [ А Ь ] = § (1) 
С = concentratie van antilichamen in 
onverdund serum 
d = verdunningsfactor 
Als alle gebonden antilichamen een evenredige hoeveelheid conju-
gaat binden, geldt: 
AgAbAb* = kj AgAb = k ^ (2) 
Als de hoeveelheid omgezet substraat evenredig is met de hoe­
veelheid gebonden enzym (conjugaat), geldt: 
S = k2. AgAbAb
X
 = k2.k1.^ (3) 
De extinctie is evenredig met de hoeveelheid geoxydeerd sub­
straat: 
A = extinctie 
k., kj en k, zijn constanten 
Dus de extinctie is binnen een reeks serumverdunningen omgekeerd 
evenredig met de verdunning: 
A = K/d (5) 
waarbij: К = к .к-.к,.С (5а) 
Dubbellogarithmisch weergegeven is dit: 
L = E - χ (6) 
waarbij : L = log A 
E = 10log К 
χ = log d 
De voor dit model gebruikte veronderstellingen werden geopperd 
door Voller et al. (1978) bij hun beschrijving van de ELISA. Op 
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een log-log schaal weergegeven, is deze functie een rechte (Fig. 
В.1., lijn 1). Men mag verwachten dat binnen ëën assay de waarden 
voor k., kj en k, voor alle sera gelijk zijn. In dat geval is К 
-volgens (5a)- een goede, relatieve maat voor de concentratie. 
C. INVLOED VAN DE EVENWICHTSREACTIES 
Het is aannemelijk dat de reacties I. en II., net als alle 
antigeen-antilichaam-reacties evenwichtsreacties zijn. Voor der­
gelijke reacties in homogene systemen geldt in het algemeen: 
[ A g A b ] Γ Ί Γ Ί 
log ρ—=j р= — = В log к + В log (Ag - AgAb ) (7) 
JAbl - ÍAgAbj L J L J 
De formule ligt ten grondslag aan de curve, die in de immunologie 
bekend staat als Sips' plot. Hierin is В een maat voor de hetero­
geniteit van de antilichamen; bij homogene antilichamen is В = 1, 
bij heterogeniteit is В lager, к is een maat voor de affiniteit 
van de antilichamen. 
Het is niet zeker dat in het heterogene ELISA-systeem deze 
formule ook zal opgaan. Het is echter aannemelijk dat de effecten 
in ieder geval kwalitatief zullen overeenstemmen met de door deze 
formule voorspelde effecten. 
Wij zullen daarom het effect van het feit dat de reacties I. en 
II. evenwichtsreacties zijn in eerste instantie kwalitatief be­
schrijven. 
1. We beperken ons in eerste instantie tot de reactie I., waarbij 
we aannemen dat de veronderstelde evenredigheden voor de overige 
reacties blijven gelden. Het resultaat is dan een curve zoals die 
door curve a in Fig. B.l. is weergegeven. Bij hogere verdunnin­
gen benadert deze lijn 1 in Fig. B.l. volgens het evenredigheids-
model. Immers bij lage concentraties van de antilichamen (in de 
hoge verdunningen) zal het evenwicht van de reactie I. ver naar 
rechts liggen. Bij lagere verdunningen wijkt de curve steeds meer 
af naar links, om tenslotte asymptotisch een horizontale lijn te 
benaderen. Het niveau van deze horizontale lijn komt theoretisch 
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reciprocal of dilution 
Fig. B.l. Schema van het verloop van de doaia-respons curve In ELISA 
Weergegeven worden de curven van een positief serum (1, a en b), van een nega­
tief serum (3 en с) en een zwak positief serum (zp, 5 en z; zp = ζ + с). Voor 
de betekenis van de noten zij verwezen naar de tekst. 
overeen met de extinctie, waarbij alle bindingsplaatsen van het 
antigeen door antilichamen bezet zouden zijn (E
max
» Fig. В.1., 
lijn 2). 
2. Als we vervolgens de effecten van de evenwichtsreactie in reac­
tie II. beschouwen, dan moeten in formule (7) Ag vervangen worden 
door AgAb, Ab door Ab x en AgAb door AgAbAb . Aangezien een con­
stante hoeveelheid conjugaat wordt gebruikt, is Ab x constant. 
Hierdoor ontstaat een curve zoals schematisch is weergegeven door 
b in Fig. B.l. In hoge serumverdunningen ligt ook het evenwicht 
van reactie II. ver naar rechts, en is de afwijking van lijn 1 ge­
ring. Bij lagere verdunningen ligt het evenwicht van de reactie 
meer naar links. Hierdoor ligt de curve onder de vorige (curve a). 
Hoeveel deze curve lager ligt, hangt af van de evenwichts-
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constanten overeenkomend met к in formule (7), maar vooral van de 
relatieve hoeveelheid (overmaat) aan conjugaat (Ab ). 
De tweede reactie kan dus invloed hebben op de maximaal te berei­
ken extinctie en doet de hele curve enigszins verschuiven. Men 
mag aannemen dat het effect van reactie II. op elk extinctieni­
veau gelijk is, omdat de grootte ervan uitsluitend afhankelijk is 
van de hoeveelheid gebonden antilichamen. Bovendien zal het ef­
fect gering zijn, als het conjugaat in voldoende overmaat wordt 
gebruikt. 
In de komende beschouwingen wordt dan ook niet afzonderlijk re­
kening gehouden met de effecten van deze tweede reactie. 
3 en 4. In de overige reacties (III. en IV.) kunnen weliswaar af­
wijkingen van de evenredigheid ontstaan, maar er zijn geen aan­
wijzingen dat deze een wezenlijke invloed ΟΌ het verloop van de 
curve hebben. Wij laten deze mogelijke verstoringen dan ook bui­
ten beschouwing. 
D. ANDERE VERSTORINGEN VAN HET VERLOOP VAN DE CURVE 
1. Invloed van de affiniteit 
Als de affiniteit laag is, zal к in formule (7) laag zijn. 
Dit zal resulteren in een "symmetrische" verschuiving van de cur­
ve naar "links onder", zoals curve d in Fig. В.2. laat zien. 
2. Heterogene antilichamen 
Als de antilichamen niet homogeen zijn, wat bij de door ons 
gehanteerde ELISA in de regel het geval zal zijn, wordt В <1. Men 
kan zich in dat geval voorstellen, dat de curve is opgebouwd uit 
een aantal curven, voor elke groep antilichamen afzonderlijk. Dit 
zal resulteren in een verschuiving "scheef" naar links onder zo­
als aangeduid door e in Fig. В.2. 
3. Complexiteit van het antigeen 
Als het antigeen-materiaal verschillende antigene componen­
ten bevat, wat bij het Mycoplasma-antigeen voor ELISA zeker het 
geval is, zullen de antigeen-antilichaam-reacties niet homogeen 
zijn. Het effect hiervan op de curve zal in het algemeen overeen 
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komen met het hierboven beschreven effect van de heterogeniteit 
van de antilichamen. Als een serum echter tegen sommige van de 
antigene componenten in het geheel geen antilichamen bevat, zal 
de curve zich gedragen alsof er minder antigeen is (Fig. В.2., 
curve f). De E zal dan lager liggen (Fig. В.2., lijn 5). 
Itici X 
4. Competitie door antilichamen Van een andere klasse 
In een ELISA voor IgG kan men c o m p e t i t i e - e f f e c t e n v e r w a c h t e n 
van s p e c i f i e k e IgM-ant i l ichamen en omgekeerd. Ook a n t i l i c h a m e n 
van andere k l a s s e n , bv. IgA, kunnen i n p r i n c i p e c o m p e t i t i e geven. 
Bi j hoge v e r d u n n i n g e n van h e t serum z a l e r een overmaat van a n t i -
Fig. B.2. Schema van afwijkende dosis-respons curven In ELISA 
De curve van een "normaal" positief serum wordt weergegeven (a) en de curven, 
ingeval van lagere a f f in i te i t (d), heterogene antilichamen (e), heterogeen 
antigeen (f) en competitie door antllichamen van een andere klasse (g). 
reciprocal of dilution 
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geenbindingsplaatsen zijn, en competitie van antilichamen van 
verschillende klassen zal er weinig of geen invloed op hebben, 
hoeveel antilichamen gebonden worden van de klasse die men wil 
aantonen. De curve zal bij hoge verdunningen dan ook weinig af­
wijken van de curve zonder competitieve antilichamen. Bij toe­
nemende serumconcentratie, dus bij lagere verdunningen, zullen 
echter naar verhouding steeds meer bindingsplaatsen door compe­
titieve antilichamen worden bezet. 
Voor de antilichamen die men wil onderzoeken is daardoor in toe­
nemende mate steeds minder antigeen beschikbaar. Dit zal resul­
teren in een curve die naar "onderen" verschoven is, met een 
schijnbaar lagere E 
max. 
Bij sterke competitie is het zelfs mogelijk dat in lagere verdun­
ningen een geringere hoeveelheid van de aan te tonen antilichamen 
aan het antigeen wordt gebonden (Fig. В.2., curve g). De mate van 
competitie zal afhangen van de relatieve concentratie en van de 
relatieve affiniteit van de betrokken antilichamen. 
5. Aspecifieke reaoties, negatieve en zwak positieve sera 
Aspecifieke reacties zullen bij alle sera kunnen voorkomen. 
De aard van deze reacties is grotendeels onbekend, maar men kan 
enkele mogelijke oorzaken onderscheiden: 
- er kunnen kruisreacties optreden; 
- in een serum kunnen specifieke antilichamen tegen verontreini­
gingen in het antigeen aanwezig zijn. 
Deze twee soorten reacties zullen eenzelfde invloed hebben op de 
dosis-respons curve, als de specifieke antigeen-antilichaam-
reacties. Zij worden door ons niet als echte aspecifieke reacties 
(in engere zin) beschouwd, evenmin als: 
- de reactie die IgM-rheumafactor met specifiek IgG kan aangaan, 
waardoor de ELISA-IgM een fout-positief resultaat kan opleveren. 
Mogelijke oorzaken van aspecifieke reacties (in engere zin) zijn: 
- antilichamen in serum of conjugaat zouden zich niet-specifiek 
kunnen hechten aan het plastic van de kommetjes of aan niet tot 
het antigeen behorende bestanddelen van de coating; 
- het is denkbaar dat het serum antilichamen bevat, die een "na­
tuurlijke" affiniteit voor het antigeen (of voor verontreini­
gingen daarin) bezitten, die niet door voorafgaande antigene 
170 
stimulatie is ontstaan. Als dergelijke antilichamen al een rol 
spelen in ELISA, dan mag men verwachten dat hun concentratie 
klein is, dat zij niet homogeen zijn en dat de affiniteit over 
het algemeen laag zal zijn; 
- tenslotte moet men rekening houden met de mogelijkheid van aspe­
cifieke reacties, zonder plausibele verklaring. 
Bij "negatieve" sera, die geen specifieke antilichamen tegen M. 
pneumoniae bevatten, zal de dosis-respons curve uitsluitend door 
aspecifieke reacties tot stand komen. De curve van negatieve sera 
blijkt in de meeste gevallen een verloop te hebben, zoals sche­
matisch is weergegeven door curve с in Fig. B.l. De curve с van 
negatieve sera toont een veel vlakker verloop dan de curve voor 
specifieke antilichamen (curve a in Fig. B.l.)· De curve verloopt 
bij zeer lage verdunningen zelfs vrijwel horizontaal, zodat een 
bepaalde, lage, grenswaarde (Fig. В.1., lijn 4) niet, of alleen 
in zeer lage verdunningen, bereikt wordt. 
Als de aspecifieke reactie evenredig met de concentratie van aspe­
cifiek reagerende serumbestanddelen zou zijn, zou lijn 3 in 
Fig. B.l. ontstaan (analoog aan lijn 1 in Fig. B.l. voor speci­
fieke reacties) . 
Bij sterk positieve sera zal de invloed van aspecifieke reac­
ties op de dosis-respons curve te verwaarlozen zijn. Bij zwak posi­
tieve sera zal de curve worden bepaald door zowel de aspecifieke 
als de specifieke reacties. Een dergelijke curve wordt schema­
tisch weergegeven door de curve zp in Fig. B.l. Men kan zich voor­
stellen dat deze is opgebouwd uit een specifiek deel (z) en een 
aspecifiek deel (c). In hoge verdunningen is het verschil in ex­
tinctie van deze curve met die van de negatieve curve (c) gering, 
bij lage verdunningen is dit verschil door het steilere verloop 
van de curve voor specifieke antilichamen (met een grote affini­
teit) veel groter. Terwijl de curve van het negatieve serum de 
grenswaarde niet bereikt, wordt door de curve van het zwak posi­
tieve serum de grenswaarde al bij een tamelijk hoge verdunning 
overschreden (zie ook Fig. 4.1., curve 5 en 8). 
171 
E. AFLEIDING VAN DE MATHEMATISCHE MODELLEN EN ONDERLINGE VERGE­
LIJKING 
Om tot een zo goed mogelijke beschrijving van de curve in 
ELISA te komen, werd een aantal mathematische modellen opgesteld 
(Drs. J. van Druten, Dr. R. de Graaf, A.J.A. van Griethuysen). 
In eerste instantie hebben wij getracht een model op te stellen, 
waarin de evenredigheidsfactor E (formule (6)) geldig bleef, maar 
waaraan een correctiefactor werd toegevoegd voor de onder С en D 
genoemde afwijkingen. 
«Model 1: 
L(x) = E - (b - 1) χ - fe~ g x (8) 
e = grondtal natuurlijke logarithme 
Dit model is afgeleid van (6). Op grond van vroegere onderzoekin­
gen mocht men verwachten dat - (b - 1) kleiner dan 1 zou zijn (van 
Loon en van der Veen, 1980) . De exponentiële term werd toegevoegd 
omdat te verwachten was dat de correctie groter zou moeten zijn 
bij lage verdunningen. 
«Model 2; 
Voor model 2 werd uitgegaan van de logit van de gemeten extinctie 
(A) ten opzichte van de theoretisch bereikbare extinctie K/d (vol-
gens formule (5)): 
A 
10log = α + β 1 0log d (9) 
K/d - A 
Dit is een logit-log-model met drie parameters (Κ, α en β), dat 
werd opgesteld naar analogie van modellen die voor radio-immuno-
assays worden gebruikt (Rodbard et aZ.j 1969). Hoewel de logit in 
dit model overeenkomt met die in (7), is dit model niet recht­
streeks af te leiden van de formule van Sips' plot. Omdat in 
ELISA de dosis-respons curve het resultaat is van twee (in plaats 
van één) antigeen-antilichaam-reacties, ligt het ook niet voor de 
hand dat de curve volgens (7) zal verlopen. Voor statistische 





L = E - χ + 10log ( ) (10) 
1 + 10a + 0 X 
hierin is: E = log к 
10, , 
χ = log d 
L = 10log A 
Het eerste deel van (10) komt overeen met (б). De laatste term 
met de parameters α en β geeft een correctie op het lineaire ver­
band tussen L en x. Deze correctie neemt af bij hogere verdunnin­
gen want 6 >0 (volgens (9)). 
Als 3 = 1 gaat de formule over in: 
L = E - 10log (d + γ) (11) 
waarin: γ = 10 
•Model 3: 
L = E + (b - l)10log (d + c) (12) 
(deze vorm van model 3 komt overeen met model 3a (2.2.7.); b - 1 
is daar vervangen door b). 
Dit model ontstond door toevoeging van de lineaire component с 
(die in het dubbellogarithmische model een toenemende verschui­
ving ten opzichte van lineair geeft bij lage verdunningen) in het 
log-log-model zoals dat o.a. door van Loon en van der Veen (1980) 
werd gehanteerd: 
L = E + b , 1 0log d (13) 
b' = b - 1 
Deze vereenvoudigde vorm van model 3, met 2 parameters E en b', 
komt overeen met model 3b (2.2.7.). 
Formule (11) gaat, als b = 0 over in: 
L = E - 10log (d + c) (14) 
Deze vorm van model 3, met 2 parameters E en c, wordt aangeduid 
als 3c (2.2.7.). Model 2 (formule (10)) en model 3 (formule (12)) 
krijgen dezelfde vorm als b = 0 respectievelijk 6 = 1 (vergelijk 
(11) met (14)). Aangezien in de praktijk de waarden van (1 - b) 
en van 3 meestal niet ver van 1 afwijken, valt het te verwachten 
dat deze twee modellen ongeveer gelijkwaardig zijn als beschrij­
ving van de curven. 
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In model 2 (formule (10)) komt de correctie alleen tot uiting in 
een extra toegevoegde term en betreft niet wijzigingen van de 
parameter en (of) de coëfficiënt in de eenvoudige formule (6). 
Bij model 3 is dit laatste wel het geval, zodat het minder waar-
schijnlijk is dat E in model 3 een goede maat voor de relatieve 
concentratie kan zijn. 
De parameter b zal ongeveer 0 zijn om de volgende reden: 
in hoge verdunningen is de correctiefactor с klein ten opzichte 
van de verdunningsfactor d. 
De curve: 
L = E + (b - l)10log d 
zal dus in het gebied van de hoge verdunningen nauw moeten aan­
sluiten bij de gevonden meetpunten. Dit deel van de curve, zal 
volgens paragraaf С niet veel afwijken van (6) zodat b niet veel 
van 0 zal verschillen. De absolute waarde van de hellingshoek 
(b - 1) kan niet groter dan 1 worden (wel kleiner, tengevolge van 
de evenwichtsreacties), dus zal b >0 zijn. Door fouten in de me­
ting van de extincties, maar ook door een te grote waarde van c, 
waardoor als het ware "overcorrectie" optreedt, kan toch een ne­
gatieve waarde voor b worden gevonden. 
Als men aanneemt dat b gelijk is aan 0, dan is eenvoudig in 
te zien dat с een positieve waarde zal hebben, с geeft namelijk 
een correctie op de verdunningsfactor voor de verschuiving naar 
links van de dosis-respons curve ten opzichte van de curve vol­
gens evenredigheden (6), zoals Fig. B.l. laat zien. 
F. VERGELIJKING MET ANDERE MODELLEN 
1. Lineaire log-log-model 
Model 3 is afgeleid van het lineaire log-loa-model (13). 
Voor M. pneumoniae blijkt de toevoeging van de "verschuivings­
component" с een essentiële verbetering te geven. Toch heeft het 
lineaire model zijn bruikbaarheid bewezen (van Loon en van der 
Veen, 1980). Het is eenvoudig in te zien dat het lineaire model 
weinig zal afwijken van model 3, als с klein is ten opzichte van 
d. Dit zal het geval zijn als het evenwicht in reactie I. ver 
naar rechts ligt, dus bij: 
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a) hoge serumverdunningen (lage concentraties antilichamen); 
b) relatief grote hoeveelheid antigene bindingsplaatsen bv. bij 
gebruik van gezuiverd antigeen, dat slechts één of enkele an-
tigene componenten bevat; 
c) grote affiniteit van de antilichamen. 
2. Logit-log-model met maximale ext-inatie (E -model) 
— " " max 
In paragraaf C l . zagen we dat door de interacties in reac-
tie I., de extinctie bij lage verdunningen een maximum benadert, 
dat bepaald wordt door de beschikbare hoeveelheid antigeen. Op 
grond hiervan werd, naar analogie van rekenmethoden die voor 
radio-immunoassays worden gehanteerd door van Loon (1980, niet 
gepubliceerd onderzoek), een gewijzigd logit-log-model opaesteld. 
Hierbij werd in de logit, in plaats van de met de beschikbare 
hoeveelheid antilichamen overeenkomende extinctie (model 2), de 
maximale extinctie d.i. de extinctie dia bereikt wordt, wanneer 
alle antigene bindingsplaatsen door antilichamen zijn bezet, in-
gevuld (E m a x): 
A 
10log = E' + (b - i)10log d (15) 
E - A 
max 
of: 
L = 10log (c,Emav) - 10log (d1 " Ь + с') (16) 
Шал 
met: L = log A 
£'= 10log c' 
Ook deze formule gaat, als b = 0, over in een met (11) en (14) 
overeenkomende vergelijking. Als b = 0 (respectievelijk β = 1) is 
het E -model dus gelijk aan model 2 en 3. Het valt dus te ver-
max
 3 J 
wachten dat dit model in veel gevallen gelijkwaardig is aan de 
modellen 2 en 3 om de curve te beschrijven. 
Een voordeel van dit model is, dat als het mogelijk is een rede­
lijke schatting van E te maken, door bv. een sterk positief 
max 
serum in lage verdunningen te onderzoeken, een model met slechts 
2 parameters ontstaat. Zoals besproken in paragraaf D kunnen hier­
bij theoretisch door bv. complexe antigenen en competitieve anti­
lichamen afwijkingen ontstaan. 
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BIJLAGE II. THEORETISCHE ACHTERGRONDEN VAN DE BEREKENING VAN 
TITERS EN ELISA-EENHEDEN (E.U.) IN ELISA 
In ELISA wordt dikwijls een methode, gebaseerd op de eind-
punttitratie, gebruikt voor het berekenen van titers (Gravell et 
al., 1977; Gillman en Docherty, 1977; Yolken et al., 1978; van 
Loon en van der Veen, 1980). De titer wordt dan gedefinieerd als: 
die verdunning, waarin het serum een bepaalde extinctie (het eind-
punt) bereikt. Er zijn geen algemeen aanvaarde methoden om het 
eindpunt vast te stellen. De wijze waarop dit gebeurt, loopt in 
verschillende studies uiteen. 
De door ons gebruikte methode van bepaling van de titers is 
vergelijkbaar met een eindpunttitratie. Met behulp van een bere-
kening volgens model 3 wordt de dosis-respons curve berekend. Het 
snijpunt van deze dosis-respons curve met het niveau van een 
grenswaarde-extinctie wordt berekend. Dit is de titer. Wij geven 
de voorkeur aan de naam grenswaarde, omdat bij deze extinctie de 
reactie in ELISA niet -zoals door de naam eindpunt wordt gesug-
gereerd- als negatief te beschouwen is. 
Een geschikte grenswaarde moet aan de volgende voorwaarden 
voldoen: 
1. voor kwantitatieve bepaling van de hoeveelheid specifieke 
antilichamen moet de grenswaarde zo laag liggen, dat de dosis-
respons curve niet ver afwijkt van de curve volgens evenredig-
heden (vgl. o.a. curve a en 1 in Fig. B.l. en B.2.); 
2. de grenswaarde moet binnen het optimale meetbereik van de 
spectrophotometer liggen (dus de extinctie moet groter zijn 
dan 0,1); 
3. de definitie van de grenswaarde moet zodanig zijn, dat de re-
sulterende titer in verschillende assays reproduceerbaar is; 
4. ook lage titers van specifieke antistoffen moeten goed te on-
derscheiden zijn van titers die berusten op aspecifieke reac-
ties. Fig. B.l. (lijn 4) laat zien dat dit het geval zal zijn 
als de grenswaarde zo gekozen wordt, dat deze juist boven het 
niveau van de extincties van negatieve sera in lage verdunning 
ligt. Dan zullen de curven van negatieve sera de grenswaarde 
niet of slechts in lage verdunningen bereiken (en dus negatieve 
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of zeer lage waarden opleveren), terwi j l p o s i t i e v e s e r a d i t 
-door de a d d i t i e van specifieke en aspecifieke r e a c t i e s - wel 
zullen doen (en dus pos i t ieve r e s u l t a t e n opleveren, F i g . В . 1 . , 
curve zp) . Het e f fect , dat het ver schi l in e x t i n c t i e t u s s e n ne­
gatieve en zwak posit ieve sera in lage verdunningen h e t g r o o t s t 
i s , draagt b i j t o t een goede d i s c r i m i n a t i e . 
In Hoofdstuk 5 . 1 . wordt beschreven hoe de grenswaarde in ELISA 
voor M. pneumoniae werd bepaald. De keuze van de grenswaarde voor 
berekening van de t i t e r -en daarmee de hoogte van de t i t e r - i s 
enigszins a r b i t r a i r . Om een waarde t e verkri jgen, d ie minder af­
hankelijk i s van de keuze van de grenswaarde, en die bovendien 
duidel i jker kwantitat ieve informatie (negatief, zwak en s t e r k po­
s i t i e f ) geeft, werden de r e s u l t a t e n in ELISA-units (E.U.) weerge-
gegeven. Het a a n t a l E.U. van een serum is -volgens onze d e f i n i ­
t i e - de t i t e r van d i t serum gedeeld door de t i t e r (in onze 
ELISA: 50) van het (negatieve) controleserum. Indien de waarde 
in E.U. van het controleserum n i e t OD 1 is ges te ld, moet h e t r e ­
s u l t a a t nog met het aantal E.U. van het controleserum worden ver­
menigvuldigd. In onze ELISA hebben de negatieve c o n t r o l e s e r a een 
waarde van 1 E.U.; doordat deze controlesera "border l ine s e r a " 
zi jn ( 5 . 3 . ) , l i g t de grens tussen p o s i t i e f en negat ief in de buurt 
van 1 E.U. 
De door ons gebruikte methode om de r e s u l t a t e n van ELISA weer t e 
geven ("E.U.-methode") i s enigszins vergeli jkbaar met de "e f fec­
t i v e dose" methode van Leinikki et al. (1977; 1979) . De belang­
r i j k s t e verschi lpunten zi jn: er wordt geen evenwijdigheid van de 
curven veronders te ld, de grenswaarde l i g t voor a l l e sera i n een 
assay op hetze l fde , van te voren gedefinieerde niveau en h e t r e ­
s u l t a a t wordt l i n e a i r , n ie t logari thmisch weergegeven. De "E.U.-
methode" voldoet in het algemeen aan de eisen, die de Savigny en 
Voller (1980) s t e l l e n aan methoden om uitkomsten van ELISA weer 
t e geven: 
1. De u i t s l a g i s gemakkelijk t e begri jpen voor de c l i n i c u s d i e 
n i e t vertrouwd i s met de d e t a i l s van de techniek voor ELISA. 
2. Kwalitatieve informatie (bv. p o s i t i e f , negatief) i s gemakke­
l i j k te geven. 
3. Bij een p o s i t i e v e ui t s lag i s de u i t s l a g kwant i ta t ie f en kan zo 
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een indicatie geven voor de ernst en het verloop van de infec-
tie. 
4. Deze kwantitatieve waarde is recht evenredig met de antili-
chaamactiviteit, althans bij duidelijk positieve sera (het 
aantal E.U. van zwak positieve sera wordt mede bepaald door 
de aspecifieke reacties (Fig. B.l.) en is daardoor niet pre-
cies evenredig met de hoeveelheid antilichamen). 
5. De uitslag is te vergelijken met waarden in een referentie-
groep ("normale" personen of patiënten). 
6. De methode om het resultaat te berekenen is reproduceerbaar. 
7. De methode zou, volgens bovengenoemde auteurs, vrij moeten 
zijn van vooronderstellingen. Het is, op methodologische 
gronden, de vraag of aan deze voorwaarde ooit voldaan kan wor-
den. In ieder geval gaat de E.U.-methode niet uit van de voor-
onderstellingen, die deze auteurs -als voorbeeld- noemen, 
nl. dat de curven parallel verlopen en dat de resultaten van 
negatieve sera normaal verdeeld zijn. 
8. De methode is -mede door het gebruik van de computer- ge-
schikt voor retrospectieve en prospectieve analyse. 
9. De methode zou -volgens bovenstaande auteurs- moeten berus-
ten op één enkele serumverdunning, om een optimale efficiën-
tie van de ELISA te bewerkstelligen. Aan deze eis wordt niet 
voldaan. In een bepaling aan de hand van 4 verdunningen -zo-
als door ons wordt toegepast- kunnen echter ongeveer evenveel 
sera in een assay worden onderzocht, als in een assay met een 
zgn. êën-puntstitratie in duplo, doordat voor deze laatste 
methode een groter aantal referentiesera (bv. 4 à 7) moeten 
worden onderzocht. 
Enkele andere punten, die van belang zijn voor de evaluatie van 
de E.U.-methode, zijn de volgende: 
1. Voor de methode is gebruik van een (mini-)computer noodzake-
lijk. 
2 . De methode is weinig kwetsbaar voor veranderingen in de proef-
omstandigheden (5.2., 9.). 
3. Er zijn minder referentiesera nodig dan voor een éën-puntsti-
tratie. 
4. Discriminatie tussen positieve en negatieve sera is optimaal 
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door de keuze van de grenswaarde en door het gebruik van "bor-
derline" controlesera (5.1.)· 
5. De reproduceerbaarheid van de bepaling van het aantal E.U. is 
goed. 
6. Aan de hand van een serum met een vastgestelde waarde in E.U. 
is standaardisatie tussen laboratoria eenvoudig. 
Bij punt 5 kan de opmerking worden gemaakt dat het aantal E.U. 
wordt bepaald aan de hand van sera, waarvan de titer mede door 
aspecifieke reacties wordt bepaald. Dit kan de reproduceerbaar-
heid nadelig beïnvloeden, vooral bij veranderingen in de proefom-
standigheden (bv. bij gebruik van een andere batch antigeen, die 
meer of minder gezuiverd is) . Bovendien ligt de grenswaarde in 
dat deel van de curve van de controlesera, waar de hellingshoek 
klein is, en daarmee ook de precisie van de bepaling van de titer 
gering is (Schuurs en van Weemen, 1977, p. 26). De reproduceer-
baarheid van het aantal E.U. zal dan ook in theorie verbeterd 
kunnen worden door het gebruik van een (matig sterk) positief 
referentieserum. Aan de hand van de titer (bepaald met een grens-
waarde zoals hierboven beschreven) en het -tevoren vastgestelde-
aantal E.U. van dit serum kan men dan het aantal E.U. van de ove-
rige sera berekenen. Deze modificatie van de methode werd in ons 
onderzoek niet toegepast. 
De E.U.-methode bleek voor ELISA voor M. pneumoniae goed te 
voldoen. In oriënterende proeven met ELISA-IgG voor cytomegalo-
virus, herpes simplex virus en toxoplasma, bleek de aanpassing 
van model 3 aan de dosis-respons curve tenminste even goed te 
zijn als in ELISA voor M. pneumoniae. Bovendien waren de verkre-
gen resultaten ook goed reproduceerbaar (van Loon, mondelinge 
mededeling, 1981). De E.U.-methode lijkt dus een geschikte me-




In dit proefschrift worden onderzoekingen met enzyme immuno-
assays (ELISA) voor IgG- en IgM-antistoffen tegen Mycoplasma 
pneumoniae (M. pneumoniae) beschreven. Doel was om na te gaan of 
de diagnose van infecties met M. pneumoniae versneld zou kunnen 
worden met behulp van de ELISA voor IgM-antistoffen. Bovendien 
werd een sero-epidemiologisch onderzoek verricht. 
Een overzicht van de literatuur over M. pneumoniae -met 
nadruk op immunologische en epidemiologische aspecten- en een 
korte samenvatting van de literatuur over ELISA (Hoofdstuk 1) 
wordt gevolgd door een beschrijving van materiaal en methoden 
(Hoofdstuk 2). 
Gekozen werd voor de indirecte "sandwich"-ELISA. Als anti-
geen werd gebruik gemaakt van M. pneumoniae! op glas gekweekt en 
vervolgens gewassen, met ultrason behandeld en gelyseerd (Hoofd-
stuk 3) . 
Met behulp van drie mathematische modellen werd de relatie 
tussen de hoeveelheid antilichamen in serumverdunningen en het 
bijbehorende resultaat in ELISA (de extinctie) onderzocht (Hoofd-
stuk 4, Bijlage I). Eën van deze modellen bleek geschikt om, met 
behulp van een mini-computer, een titer te berekenen. De titer 
werd zo gedefinieerd dat een goede reproduceerbaarheid en een goed 
onderscheid tussen negatieve en positieve sera verwacht mocht wor-
den (5.1., Bijlage II). Om een aantal redenen (Bijlage II) werd 
het resultaat weergegeven in van de titer afgeleide ELISA-eenhe-
den (E.U., 1 E.U. = titer/50). Onderzoek van vier serumverdunnin-
gen bleek voldoende om de titer, en dus het aantal E.U., betrouw-
baar te bepalen (5.2.)· Vervolgens werd de specificiteit van de 
reactie onderzocht door middel van vergelijking met resultaten, 
verkregen met een controle-antigeen (M. pulmonis, 5.3., 5.4.). 
De specificiteit ten opzichte van IgM- en IgG-antilichamen werd 
nagegaan door onderzoek van serumfracties (5.5., 5.6.). Een oriën-
terend onderzoek werd gedaan naar de invloed van rheuma-factor 
op ELISA-IgM (5.7.). 
De resultaten van de ELISA werden vergeleken met die van be-
staande reacties (Hoofdstuk 6). De resultaten van de complement-
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bindingsreactie waren goed gecorreleerd met die van ELISA-IgM, 
minder goed met die van ELISA-IgG. Het omgekeerde gold voor de 
metabolic inhibition test. De indirecte haemagglutinatietest was 
minder gevoelig dan ELISA-IgM, maar er bestond een goede correla-
tie tussen deze reacties; dit laatste gold niet voor ELISA-IgG. 
Bij retrospectief onderzoek van patiënten met pneumonie door 
M. pneumoniae bleek de ELISA een goede diagnostische methode te 
zijn (Hoofdstuk 7). Meestal kon de diagnose aan de hand van on-
derzoek van één serum -vaak al het "eerste" serum- met behulp 
van ELISA-IgM (»16 E.ü.) of IHA (titer »20) worden gesteld. Deze 
reacties bereikten meestal vanaf 10-14 dagen na de eerste ziekte-
dag een diagnostisch niveau (Hoofdstuk 8). 
In het sero-epidemiologische onderzoek werden 14 37 sera met 
ELISA-IgG en 360 sera met ELISA-IgM betrokken (Hoofdstuk 9) . De 
sera waren afkomstig van patiënten van verschillende leeftijds-
groepen van wie in 1977 serum was onderzocht wegens verdenking op 
toxoplasmose. Sera die geïnactiveerd waren (22,9%) leverden af-
wijkende resultaten op en werden van het verdere onderzoek uitge-
sloten. Overigens was de reproduceerbaarheid van de ELISA, geme-
ten aan de resultaten van een positief controleserum, goed. Een 
klein deel van de sera werd ook onderzocht met behulp van een 
glycolipide-vrij antigeen (Orion); de resultaten hiervan waren 
goed gecorreleerd met die met het eigen antigeen. Het is dus on-
waarschijnlijk dat kruisreacties met glycolipiden van plantaar-
dige oorsprong (bv. spinazie) een belangrijke oorzaak van positie-
ve resultaten waren. 
Vervolgens werd de verdeling van de sera naar aantal E.U. per 
leeftijdsgroep onderzocht. Onder meer op grond van deze verdeling 
werd een grens tussen positief en negatief vastgesteld. Binnen 
elke leeftijdsgroep waren sera van mannen en vrouwen ongeveer even 
vaak positief. Meisjes tussen \ en 4 jaar bleken echter een sig-
nificant hoger niveau van IgM-antilichamen te hebben dan jongens; 
boven 40 jaar was het niveau van IgG-antilichamen bij mannen ho-
ger dan bij vrouwen. 
Om een indruk te krijgen van de invloed van een epidemie wer-
den sera van één leeftijdsgroep (4-5 jaar) uit 1979 onderzocht, 
het jaar na de epidemie van 1978/1979. De 5-jarigen uit 1979 ble-
ken significant vaker positief dan die uit 1977, hetgeen de rol 
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van de (kleuter)school in de epidemiologie van M. pneumoniae, zo-
als bekend uit de literatuur, bevestigde. 
Tenslotte werd getracht de verkregen resultaten te analyseren 
met behulp van katalytische modellen (Muench, 1959; Hoofdstuk 10). 
Voor IgG-antilichamen kon met de eenvoudige modellen van Muench 
geen bevredigend resultaat worden verkregen. Om deze reden werd 
een mathematisch model opgesteld, uitgaande van de -op litera-
tuurgegevens gebaseerde- veronderstellingen dat twee soorten 
besmettingen -lichte en zware- en twee soorten infecties 
-primaire en secundaire- onderscheiden kunnen worden. Met dit 
model werden curven verkregen die goed overeenkwamen met de waar-
genomen resultaten. 
De eenvoudige katalytische modellen voldeden wel redelijk 
voor IgM-antilichamen. Twee modellen, de één uitgaande van blij-
vende immuniteit na infectie, de ander uitgaande van geen of tij-
delijke immuniteit, bleken in aanmerking te komen. Volgens beide 
modellen bleven IgM-antilichamen lang (gemiddeld 10, respectieve-
lijk >100 jaar) aantoonbaar. Hiermee in overeenstemming was dat 
bij gemiddeld 90% van de personen tussen 5 en 30 jaar IgM-anti-
lichamen aantoonbaar waren. Ter verklaring van deze onverwachte 
bevinding wordt de mogelijkheid besproken, dat M. pneumoniae na 
infecties persisteert. 
Zowel volgens de berekeningen voor IgM-antilichamen, als 
voor IgG-antilichamen (wat betreft primaire infecties) is de in-
fectiedruk van M. pneumoniae hoog: 0,7 tot 0,9 (effectieve be-
smettelijke contacten per persoon per jaar). De infectiedruk ten-
gevolge van uitsluitend zware besmettingen is volgens de bereke-
ningen lager; deze neemt gedurende de eerste levensjaren toe, tot 
op de kleuterleeftijd een niveau van ongeveer 0,3 wordt bereikt. 
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SUMMARY 
The aim of this study was to develop enzyme immuno-assays 
(ELISA) for IgG- and IgM-antibodies to Mycoplasma pneumoniae 
(M. pneumoniae), to investigate the possibilities of rapid 
diagnosis (by ELISA-IgM), and to perform a sero-epidemiological 
study using the methods developed. 
A review of the literature on M. pneumoniae -with special 
attention to immunology and epidemiology- and on ELISA (Chapter 
1), is followed by a description of materials and methods 
(Chapter 2). After this the development of ELISA for W. pneumoniae 
is described (Chapter 3). The indirect "sandwich"-ELISA method 
was chosen. W. pneumonia», grown on a glass surface proved to be 
a suitable antigen, especially if washed, sonicated and lysed. 
Nonspecific reactions in ELISA were reduced by adding components 
of culture medium to the diluents of sera and conjugates. 
There is no single generally accepted way of presenting the 
results of ELISA. For this reason, three mathematical models were 
investigated to describe dose-response curves in ELISA (Chapter 
4). The second model, a logit-log model, was preferable on 
theoretical grounds; however, for practical reasons -ease of 
adaptation to a mini-computer- the third model was chosen to 
calculate titers. This model was a double logarithmic model with 
a linear component; it was used to calculate dose-response curves. 
The intersection of these curves with a "cut-off value" was used 
to define a titer. The absorbance of the negative -in fact 
"borderline"- reference sera at a dilution of 1:50 was chosen as 
"cut-off value" (Chapter 5.1.). A value of 1 E.U. (ELISA unit) 
was assigned to the negative reference sera; the number of E.U. 
of test sera equalled the titer/50. 
Four fourfold dilutions were sufficient to obtain accurate 
estimates of titers and E.U. (Chapter 5.2., Fig. 5.1.). Specifi-
city of the method was confirmed by comparing results, using 
M. prjewmontae-antigen and control-antigen (W. pulmonía, 5.3., 
5.4.). These results indicated a borderline between positive and 
negative sera at 0.7 - 1.0 E.U. and 1 - 2 E.U. for ELISA-IgM and 
ELISA-IgG respectively (5.3.). Examination of sucrose-gradient 
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fractions confirmed specificity of ELISA for IgM- and IgG-
antibodies (5.5., Fig. 5.2.). The same fractions were used to 
study the effects in ELISA of competing antibodies of a different 
class (5.6., Fig. 5.3.). Moderate elevations of titers were found 
in 18 sera positive for rheuma-factor (5.7.). 
Two groups of paired sera (one with CF-titer <4 in both sera; 
and one with a significant rise in CF-titer) were used to compare 
ELISA with the complement fixation test (CF), the metabolic 
inhibition test (MIH), and the indirect haemagglutination test 
(IHA) (Chapter 6). CF showed good correlation with ELISA-IgM, 
less with ELISA-IgG (Fig. 6.3.). The opposite applied to MIH 
(Fig. 6.4.) IHA showed poor correlation with ELISA-IgG, but 
-though less sensitive- a good correlation with ELISA-IgM (Fig. 
6.5.) . 
ELISA-IgM and ELISA-IgG were potentially useful in the 
diagnosis of pneumonia caused by M. pneumoniae as compared with 
the CF, MIH, and IHA tests, and with isolation of Mycoplasma 
(Chapter 7). Because of the high frequency of IgM-antibodies in 
normal population (5% having >8 E.U., and 1% >16 E.U., Chapter 9) 
the diagnostic significance of single serum tests by ELISA-IgM 
was restricted to sera with >8 - 16 E.U. IgM. More than 90% of 
sera from patients with pneumonia caused by M. pneumoniae showed 
diagnostic IgM-levels; usually from 10 - 14 days to 8 weeks or 
more after onset of symptoms. Of the "first sera", 59% showed 
diagnostic values (Chapter 8). Comparable results were obtained 
with IHA (titer »20). Both ELISA-IgM and IHA appeared to be useful 
in the rapid diagnosis of M. рпемтоигае-рпешпопіа. 
The sero-epidemiological study comprised 1437 sera in ELISA-
IgG and 360 sera in ELISA-IgM (Chapter 9). Sera were selected 
-within each of 13 age groups- from sera, coming from patients 
with suspected toxoplasmosis in 1977. Sera, inactivated prior to 
freezing (22,9%), showed deviant results and were excluded. Apart 
from this, the reproducibility of test results was good, as 
indicated by the results of positive control-sera (Table 9.2.). 
To exclude possible cross-reactions with vegetable 
glycolipids, the results of 70 sera in ELISA-IgG and of 56 sera 
in ELISA-IgM were compared with results obtained in ELISA with 
glycolipid-free antigen (Orion). The results showed good correla-
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tion (Fig. 9.1.). Vegetable glycolipids are apparently not an 
important cause of positive serological reactions in ELISA for 
M. pneumoniae. 
An approximately bimodal distribution of titers was seen in 
most age groups (Fig. 9.2., 9.3.) ; at ages over 15, low (negative) 
values were absent in ELISA-IgG. Based on this distribution and 
some other considerations, sera with levels over 0.84 E.U. IgM 
and 1.41 E.U. IgG were considered positive. Fractions of positive 
sera together with mean titers (± 1 s.e.m.) of positive sera are 
shown in Fig. 9.4. and 9.5. 
Comparing sera from males and females, fractions of positive 
sera of each age group were not significantly different; however, 
girls between age \ and 4 years showed significantly higher IgM-
levels, while men over 40 years of age had higher IgG-levels 
(Table 9.3.) . 
Results of age group 4-5 years -from 1977- were compared 
with results of the same age group in 1979, the year after the 
epidemic of M. pneumoniae infection in 1978-1979. In 1979 mean 
titers of positive sera were significantly higher; the fraction 
of positive sera was greater in 5-year old children only (Table 
9.4.), confirming the role of school children (from 4 years of 
age in Holland) in the epidemiology of M. pneumoniae infections. 
Epidemiology of M. pneumoniae was further analysed by 
applying Muench's catalytic curves (Chapter 10). These curves 
were fitted (by weighted non-linear regression) to the datapoints 
(age-dependent fractions of positive sera). For IgM-antibodies 
the fit of the "two-stage catalytic curve" (formula 3) was fairly 
good (Fig. 9.4.), however up to the age of 30 the "reversible 
catalytic curve" (formula 2) showed a better fit (Table 10.1., 
Fig. 10.1.). The calculated infection rate was 0.75 - 0.90 
(effective contacts per individual per year). The reversion rate 
indicated long lasting presence of IgM-antibodies after infection 
(10 or 110-140 years, depending on the curve). In connection with 
this, 90%(J) of the population between age 5 and 30 was found to 
be seropositive for IgM-antibodies. It was suggested that this 
unexpectedly high frequency of IgM-antibodies may be caused by 
the persistence of M. pneumoniae. 
Datapoints of IgG-antibodies showed a poor fit with Muench's 
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curves as illustrated by the results of the "reversible catalytic 
curve" (Table 10.2., Fig. 9.5.). Therefore, a new mathematical 
model was developed. This model was based on the following 
assumptions : 
there are two kinds of contaminations, light (1) -with a constant 
infection rate a- and heavy (z) -with a variable rate, increasing 
with age and represented by a symmetric logistic function X(t) 
(formula 4). There are also two kinds of infection, primary and 
secondary. Primary infections are caused by both light and heavy 
contaminations, and are followed by the presence of IgG-antibodies, 
disappearing with a "reversion rate" b. After a primary infection 
partial immunity -to light contaminations only- exists; however, 
a heavy contamination will cause a secondary infection, resulting 
in permanent IgG-antibodies (because of a booster-effect). From 
these assumptions (with minor simplifying conditions added) the 
complex model (formula 5) was deducted. 
Fitting of this model to datapoints of IgG-antibodies, 
resulted in curves (Table 10.2., Fig. 10.2.) indicating a primary 
infection rate of 0.7 - 0.9 and a maximal (asymptotic) secondary 
infection rate of about 0.3. Modifications of the model were 
investigated; they did not result in a better fit, or in plausible 
data for parameters, with one exception: it could not be excluded 
that heavy contaminations causing primary infections might 
generate permanent IgG-antibodies. However, curves and parameters 
calculated with this modified model were hardly different from 
those of the original model. The hypothesis of two kinds of 
contamination and two kinds of infection is supported by the good 
accordance between infection rates based on IgM-data (0.75 - 0.9) 
and of primary infection rates based on IgG-data (0.7 - 0.9). 
The two appendices deal with theoretical backgrounds of 
ELISA (dose-response curves, mathematical models) and of ELISA-
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ning" moet worden beschouwd, verdient het aanbeveling het huidige 
beleid in Nederland ten aanzien van vaccinatie tegen bof te her-
zien. 
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Herhaling van "klassieke" immunologische onderzoekingen onder ge-
bruikmaking van moderne serologische methoden -zoals ELISA- kan 
verrassende resultaten opleveren. 
VI 
Voor een goed begrip van de betekenis van het voorkomen van IgM-
rheumafactor bij -onder andere- rheumatoide arthritis, is het 
noodzakelijk te onderzoeken onder welke voorwaarden antigenen 
langdurige vorming van IgM-antilichamen induceren. 
VII 
Aminoglycosiden kunnen onder meer geïndiceerd zijn ter bestrij-
ding van een sepsis met onbekende verwekker; het verdient aanbe-
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ling van -vooral- chronische en recidiverende ziekten te be-
schrijven. 
X 
Het verdient aanbeveling om mondhygiënisten te betrekken bij de 
behandeling en verzorging van ernstig zieke patiënten. 
XI 
De verloskundige zorg in Nederland zou nog verder verbeterd kun-
nen worden door een goede, gestructureerde samenwerking van de 
hulpverleners; de ervaring in de eerstelijns gezondheidszorg 
leert, dat voor een dergelijke samenwerking de hulp van een pro-
fessionele coördinator onontbeerlijk is. 
J.H.J.M. Meuwissen (1979) Medisch Contact 3£, 358. 
XII 
Voor aanhangers van sommige religies is het eten van varkensvlees 
verboden; de gevolgen van het weer toegenomen gebruik om vlees 
boven houtskoolvuur te roosteren, illustreren de hygiënische as-




Sommigen verwachten dat de geneeskundige zorg goedkoper wordt als 
alle artsen in dienstverband zouden werken; het feit dat gezond-
heidscentra met medewerkers in dienstverband ernstiger financiële 
problemen hebben dan die met vrije beroepsbeoefenaren, doet het 
tegendeel verwachten. 
Uit de Ziekenfondsraad (19Θ1) Medisch Contact 3£, 1171. 
XIV 
Het vervangen van officiële huisnummers door modieuze cijfers kan 
de spoed van huisartsen bij nachtelijke spoedvisites verminderen. 
A.J.A. van Griethuysen Nijmegen, 16 december 1981 


